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Verfehren zur Herstellung von Ketocarotinoiden duroh Kultivierung von genetisch veranderten 
Organismen , 

Zusammenfaseung . , 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden durch Kul- 
tivierung.Von genetisch veranderten Organismen, die im Vergleich zum Wildtyp eine verartderte 
Ketolas^-Aktivitat aufwatsen, die genetisch veranderten Organismen, sowie deren Verwendung 
ais Nahrungs- und Futtermittel und zur Herstellung von Ketooarotinoidextrakten. 
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Verfahren zur Herstellung von Ketaoaiotinoiden durch KultMerung von genetisch veranderten 
Organismeh 

Beschrelbung 

Die voriiegende Erfndung betrtffi ein Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden durch Ku^ 
tiviarung von genetisch verSnderten Organismen, die In Vergleich zum Wildtyp eine verfinderte 
Ketolase-AktWitat autWeisen, die genetisch veranderten Organlsmen, sowle deren Verwendung 
als Nahrungs- und Futtermittel und zur Herstellung von Ketocarotinoidextrakten. 

Ketocarotinolde treten hauptsaohlich bei Bakterien. wenigen Pilzen und als Sekuhdarcaretinoide 
bei Gronalgen auf. Neben Echinenon, dem 4-Moneketo Derivat des B-Carotins WW auch d.e 
enteprechende symmetrische DiketoVerblndung Canthaxanthin gebildet Daneben sind von den 
o g. Organlsmengruppen einige wenlge Spezles bekannt, in denen Astaxanthin <= 3,3'-Hydroxy- 
4 4'-k e to^B-carctln) als Endprodukt der Biosynthese (zusammen mil geringen Mengen entepre- 
chender Intermediate) zu finden ist ( Goodwin, T.W. (1980) The Biochemistry of the Carote- 
noids Vol 1: Plants, 2nd edn. Chapman & Hali. New York.; Johnson, E.A. & An G.-H. (1991) 
Astaxanthin from microbial sources. Critical Rev. Biotechnol. 11, 297-326.; 3. Lorenz, R.T. & 
Cysewski. G.FL (2000) Commercial potential for Haematocoocus microalgae as a natural source 
20 otastaxanthin. Trend Biotechn. 18, 160-167). 

Aulgmnd ihrerferbgebenden Elgenschaften werden die Ketocarotinokte und insbesondere 
Astaxanthin als Pigmentierhilfestofffe In der Tieremahrung, insbesondere In der Forellen-. Lachs- 
und Shrimpszuchtverwendet 

Die Herstellung von Astaxamhin erfolgt heutzutage groatenteils durch chemische Synthesever- 
fehren NatOrilche Ketocaretinoide, wie beispielsweise natDriiches Astaxanthin, werden heutzu- 
tage in blotechnotogischen Verfehren in Weinen Mengen durch Kultivierung von Algen, be<- 
spteteweise Haemtococcus pluvial* oder durch Fermentation von gentechnologisch opftmier- 
30 ten Mikroorganismen und ahschlie&ender Isollerung gewonnen. 

Ein wlrtschaftJfches biotechnotoglsches Verfahren zur Herstellung von natortichen Ketocarotinoi- 
den ist daher von groUer Bedeutung. 

35 Spezifische Ketolase Gene des cnWTyps wuraen aus den Bakterien Agmbacierium auranfe- 
\ ! cum (EP 735 137, Accession NO: D58420), Paracoocus marcuail (Accession NO: Y151 12) und 

V / als CDMA aus Haematocoocus (Haematocoocus pluvialls Flotow am. Will* und Haematoccus 

pluvialls, NIES-144 (EP 725137, WO 98/18910 und Lotan et si. FEBS Letters 1995, 364, 125- 
128. Accession NO: X86782 und D45881)) kloniert und fiinktlonell identifizlert 
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Daneben existieren noch ORFs aus anderen Oroanismen. die auf Grund von Aminosaure Ho- 
motogfen ate Ketolase Gene bezeichnet werden. wie belsplelsweise Nukleinsauren kodierend 
L Ketone aus aus ^//genas.p. PC. (EP 735137. Accession NO: D58422). «^ 
hssd Strain PC6803 (Accession NO:NP_442491), Bradyrhlzobiuitt sp, (Accession NO: 
6 AF21841S). Nostoc sp. PGC 7120 (Karieko et al. DNA Res. 2001, 8(5). 205 - 213; Access^ 
NO: AP003592. BAB74888) und Biwundimonas aurantiaca (WO 02079396). 

Blochemjsch sind lediglich die Ketolase aus A. aurantiaoum und Alcaligenes spec cbarakteris- 

iert worden (Fraser P.O., Shimada H. & Mlsawa N.(1998) Enzymic confirmation of reactions 
10 involved in routes to astaxanthin formation, elucidated using a direct substrate in vitro assay. 

Eur J. Biochem. 252. 22*236.). Es glbt noch einen weiteren Typ von (WDarotin Ketolase Ge- 
- nen crtO aus dem Cyanobacterium Synechocystis. das keine Ahnlichkeit mit crWaufweist und 

mit den bakterlellen Desaturasen verwandt ist (Fernandez-Gonzalez, B.. Sandmann. G. & Vio- 
. que A (1997) A new type of asymmetrically acting H-carotene ketolase is required forthe syn- 
16 thesis of echinenone in the cyancbacterium Synechocystis sp. PCC 6803. J. Biol. Chero- 272, 

9728-9733.) 

Afle bekannten Ketolasen konnen bel S-Carotin in Position 4 efne Ketagruppe einfOgen. Das 
crtO Gen kodiert for eine Monoketolase. die Echinenon als Endprodukt aus ft-Carotin b.ldet Die 

20 ertW Genfemilie, zu der auch bkt aus Haematococcus geh6rt. kodiert for eine Diketolase. die ft- 
Carotin bis zu Canthaxanthin umsetzt. DieseReaktionscheintderersteModifikatlonsschnttm 
Riohtung Astaxanthin zu seih, dem steh eine Hydrbxylierung an Position 3 anschlieBt Die gle- 
che Reakflonssequenz gilt danh auch for den zweKen lonon Ring (9). Es gibt auch enzymabsche 
Hinweise. dass 3-Hydroxy-ft-carotin Derivate nur schlecht an Position 4 ketoliert werden Konnen. 

25 Es hat sich ebenfalls gezeigt dass nur bestimmte bakterielle Hydroxylases wie die von Erwinia 
uredovora ( Breitenbach, J., Misawa. N., Kajiwara. S. & Sandmann, G. (1996) Express™ .n 
Escherichia coli and properties of the carotene ketolase from Haematococcus pluvialls. FEWIS. 
Microbiol. Lett 140. 241-246) oder A aurantiacum in der Lege sind ketolierte lntermed.ate um- 
zuseteen. Die Strukturell unterschi&ilichen Hydraxylasen der Cyanobacterlen konnen dies nicht 

30 (Albrecht M., Stelger, S. & Sandmann. G. (2001) Expression of a ketolase gene mediates 

the synthesis of canthaxanthin in Sy^echococcus leading to resistance against pigment photo- 
degradation and UV-B sensitivity of photosynthesis. Photpchem. Photobiol. 73. 551-555.). Es 
erfolgt keine Kooperation dieses Typs von Hydroxylase mit einer Ketolase, .und man erhait keine 
substantiellen Mengen an Astaxanthin. 

EP 735 137 beschreibtdie Herstellung von Xanthophyllen in Mikroorganismen, wie belsplelswei- 
se E. co// durch Einbrlngen von Ketolas^Genen (crtW) aus Agrobacterium aurantktoum oder. 
Alcaligenes sp. PC-1 In Mikroorganismen. 



35 
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Aus EP 725 137, WO 93/18910, Kajiwara et al, (Plant Mol. Biol 1995, 29, 343-352) und Hirsch- 
berg et aJ.(FEBS Letters 1995, 364, 125-128) ist es bekannt Astaxanthin durch Einbringen von . 
Ketolase-Genen aus Haernatococcuspluvtalte (crtW, crtO oder bkt) in E coli herzustBllen. 

Hirschbenj et al.(FEBS Letters 1997, 404, 129-134) beschreiben die Herstellung von Asia- 
xanthin In Synechococcus durch Einbringen von Kstolase-Genen (crtO) aus Haematoooccus 
pluvialte. Sandmann etaL (Photochemistry and Photoblology 2001, 73(5), 551-55) beschreiben 
eln analoges Verfahren, das Jedoch zur Herstellung von Canthaxanthln fOhrt und nur Spuren 
Astaxanthin liefert 

WO 98/18910 und Hlrschberg etaL (Nature Biotechnology 2000, 18(8) l 888-892) beschreiben 
die Synthese von Ketocarotinolden in Nektarien von Tabakblfiiten durch Einbringen des Ketola- 
se-Gens aus Haematococcus pluvlafls (crtO) in Tabak. 




15 WO 01/2001 1 beschrefbt ein DNA Konstrukt zur Produktipn von Ketocarotinolden, Insbesondere 
. Astaxanthin, In Samen von Olsaatpflanzen wia Raps, Sonnenblurne, Sojabohne und Serif unter 
Veiwendung elnes Samen-spezffischen Promoters und elner Ketolase aus Haematoooccus 



20 Alle Im Stand der Technik beschnebenen Verfahren zur Herstellung von Ketocarottnoiden und 
insbesondere die beschnebenen Verfahren zur Herstellung von Astaxanthin welsen den Nachtell 
. auf, das die transgenen Organismen nur geringe Mengen an Astaxanthin liefem. 

Der Effindung lag daher die Aufgabezugrunde, efn Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoi- 
25 den durch Kultivierung yon genetisch veranderten Organismen zur VerfOgung zu stellen, bzw. 
weitere genetisch veranderte. Organismen, die Ketocarotinolde herstellen r zur VerfOgung zu 
stellen. die die vorstehend beschnebenen Nachteile des Standes der Technik In geringerem 
MaBe oder nteht mehr aufweisen: 




30 Demgemaft wurde ein Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinolden gefunden, indem man 
genetisch veranderte Organismen kultiviert, die im Verglelch zum Wlldtyp eine veranderte Keto- 
lase-Aktivitat aufweisen und die veranderte Ketolase-Aktivitat durch eine Ketolase verursacht 
wird, enthaltend die Amlnosauresequenz SEQ, ID. NO. 2 oder eine von dleser Sequenz durch 
Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosduren abgeleitete Sequenz, die eine fdentitat 

35 von mlndestens 42 %.auf AminosSureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufwelst 

Die erflndungsgemSften Organismen wie belspielsweise Mikrooiganismen oder Pflanzen sind 
vorzugsweise als Ausgangsorganismen natflriichen/veise In der Lage, Carotinolde wis beisplels- 
welse p-Carotfn oder Zeaxanthln herzustellen, oder konnen durch genetfsche Veranderung, wie 
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beispielsweise Umregulierung von Stofiwechseiwegen oder Kcmpiementlerung In die Lage ver- 
setzt werden, Carotlnoide wie beispielsweise 0-Carotin Oder Zeaxanthin heraustellen. 

Einige Organismen sind ats Ausgangs- Oder Wildtyporganismen bere'rts in der Lage,Ketocaroti- 
5 noidewie beispielsweise Astaxanthin oder Canthaxanthln herzusteiien. Diese Organismen, wie 
beispielsweise Haematococcus pluvtelis, Paracoccus marcustt, Xanthophyttomycos 
dendrorhous, Bacillus drculans, Chlorococcum, Phaffia rhodozyma, Adonis sp. t Neochloris 
wimfneri f Protosiphort botryofcJes, Scoiiefiopsis oocystiformis, Scenedesmus vacuolates, Chlomla 
zofingiensis, Anklstrodesmus braunti, Euglena sanguines, Bacillus atmphaeus, Blakeslea wei- < 

10 sen bereitsals Ausgangs- oder Wildtyporganismus eine Ketolase-Aktivrtat auf. 

i 

In einer AusfQhrungsform das erfindungsgemaSen Verfahrens werden daher als Ausgangsor- 
ganismen Organismen verwendet, die bereits afs Wildtyp oder Ausgangsonganlsmus eine Keto- 
laseaktivitat aufweisen. In dieser Ausftihrungsform bewirkt die genetfsche Verdnderung eine 
15 Erhohung der Ketolase-Aktivitat Im Veigieteh zum Wifdtyp Oder Ausgangsorganismus. 

; 

Unter Ketolase-Aktivitat wird die En2ymaktivitat einer Ketolase verstanden. 

Unter einer Ketolase wird ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat aufweist, am, 
•20 gegebenenfeils substituierten, p-Ionon-RIng von Carotinoiden eine Keto-Gruppe einzuftlhren. ' 

Insbesondere wird unter einer Ketolase ein Protein verstanden, das die enzymatfsche Aktivitat 
aufweist p-Carotin in Canthaxanthin umzuwandeln. 

25 Dementsprechend wird unter KetolaserAktivitat die in einer bestimmten Zeit durch das Protein 
Ketolase umgesetzte Menge (5-Carotin bzw. gebildete Menge Canthaxanthin verstanden. 

Bei einer erhOnten Ketolase-Aktivtet gegenOber dem Wiidtyp wird somit im Vergleich zum Wild- 
typ in einer bestimmten Zeit durph das Protein Ketolase die umgesetzte Menge p-Carotin bzw, 
30 die gebildete Menge Canthaxanthin erhoht 

* Vorzugsweise betragt dlese Erhflhung der Ketolase-Aktivitfit mindestens 6 %, wetter bevorzugt 
. mindestens 20 % t weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt mindestens 100 %; be- 
vorzugter mindestens 300 %, noch bevorzugter mindestens 500 %, insbesondere mindesjtens 
35 600 % der Ketolase-Aktivitfit des Wildtyps. 

Unter dem Begriff "Wildtyp* wird erfindungsgemSS der entsprechende Ausgangsorganismus 
verstanden. 
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. Je nach Zusammeohang kann unter dem Begriff "Organismus" der Ausgangsorganismus (Wlld- 
, typ) oder ein erfindungsgemaiier, genetisch veranderter Organismus Oder beides verstanden 
warden. 

6 " * . 

Vorzugsweise und insbesondere in Fallen, in derien der Organismus Oder der Wildtyp nicht ein- 
deub'g zugedrdnet werden kann, wird unter "Wildtyp" for die Erhohung oder Veruraachung der 
Ketolase-Aktivitat fdr dienachstehend beschriebene ErfiGhung der Hydroxyiase-Aktivitat, fttr die 
nachstehend beschriebene Erhohung der p-Cydase-Aktivitet und die Erhohung de$ Gehalts an 
10 Ketocarotinoiden jeweiia ein Referenzorganismus verstanden. 

. Dieser Referenzorganimus ist tor Mikroorganfsmen, die berelts ats Wildtyp elne Ketolase Aktivi- 
tat aufweJsen, vorzugsweise Haematococcus pluvfatfs* 

15 Dieser Referenzbrganismus ist flir Mikroorganismen, die als Wildtyp keine Ketolase Aktivitat 
aufwetsen, vorzugsweise Blakeslea, 

Dieser Referenzorganlsmus Ist fQr Pflanzen, die bereits ala Witdtyp eine Ketolase-Akfcfvltat auf- 
, wefsen, vorzugsweise Adonis aestivalis, Adonis flammeus oder Adonis annuus, besonders 
20 bevorajgt Adonis aestivalis. 

Dieser Referenzorganismus ist for Pflanzen, die afe Wildtyp keine Ketalase-Aktivitat In Bloten- 
blatter aufwelsen, vorzugsweise Tagetes erecta, Tagetes patula, Tagetes tucida, Tagetes 
pringtei, Tagetes paimeri, Tagetes minute oder Tagetes campanufata, besonders bevorzugt 
25* Tagetes erecta. 

Ola Bestimmung der Ketolase-Aktlvitst in erfindungsgemaften genetisch veranderteri Organis- 
men und in Wildtyp- bzw. Referenzorganismen erfolgt vorzugsweise unter folgenden Bedingun- 
gen; 

30 

Die Bestimmung der Ketolase-Akth/itat in Pflanzen- oder Mikroorganismenmaterial erfolgt in 
Anlehnung an die Methode von Frazer et al., (J. Biol. Chem, 272(10): 6128-8135. 1997). Dte 
* ketolase-Afctivitat in pflanzlfchen oder Mikroorganismus-Extrakten wird mit den Substraten p- 
Carotin und Canthaxanthin in Gegenwart von Lipid (Spjalecithin) und Detergens (Natriumcholat) 
35 . bestimmt Substrat/Produkt-Verhaitnisse aus den Ketolase-Assays werden mittels HPLC ermit- 
telt 

Die Erhohung der Ketolase-AktMtat kann durch verschledene Wege erfolgen, beispielsweise 
durch Ausschalten von hemmenden Regulationsmechanlsmen auf Translations- und Protein- 
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ebene oder durch Erhfihung der Qenexpression einer Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase, 
gegenaber dem Wildtyp, belspielsweise durch induzierung des Ketolase-Gens durch Akth/ato- 
ren Oder durch Einbringen von Nukleinsauren, kodierend eine Ketolase, in den Organismus. 

5 Unter ErhOhung der Genexpressibn einer Nuklelnsaure, kodierend eine Ketolase, wird erfin- 
dungsgemaa «n dieser AusfOhrungsform auch die Manipulation der Expression der Organismen 
eigenen endogenen Ketolasen yerstanden. Dies kann beispieisweise durch Verfinderung der 
Promotor DNA-Sequenz fQr Ketolase kodierende Gene erreichtwerden. Eine solche VerSnde- 
rung, die elne veranderte Oder vorzugsweise erhOhte Expressionsrate mindestens elnes endo- 
10 genen Ketolase Gens zur Folge hat, kann durch Deletion oder Insertion von DNA Sequenzen 
erfolgen. 

Ea 1st wie vorstehend beschrteben mOglfch, die Expression mindestens einer endogenen Keto- 
lase durch die Applikation exogener Stimuli zu verfindem. Dies kann durch besondere physioto- 
1 6 glsche Bedingungen, also durch die Applikation von Fremdsubstanzen erfolgen. 

Des weiteren kann eine erhOhte Egression mindestens eines endogenen Ketolase-Gens da- 
durch endelt werderi, dass ein lm Wiidtyporganismus nlcht vorkommendes oder modiftziertes 
Regulatorproteln mit dem Promotor dtesfer Gene In Wechselwirkung tritt, 

20 

Solch ein Regulator kann ein chimSres Protein darstellen, welches aus einer DNA-Bindedomane 
• und einer Transkriptlon^ktivator-Domane besteht, wie beispielsweise in WO 96/061 66 be- 
schrleben. 

25 In einer bevorzugten AusfOhrungsform erfolgt die ErhOhung der Ketolase-Aktivitat gegenOber 
dem Wildtyp durch die ErhOhung der Qenexpression eirier Nukleinsaure, kodierend eine Ketola- 
. se, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch 
Substitution, Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine tdentitat 
von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mlt der Sequenz SEQ,. ID. NO. 2 auftoeist 

30 

In einer weiter bevorzugten AusfOhrungsform erfolgt.die Erh6hung der Genexpression einer 
Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase, durch Einbringen von NukleinsSuren, die Ketolasen 
kodieren, in die Organismen, wobei die Ketolasen die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder 
eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Amlnosauren abgeleite- 
35 te Sequenz enthalten, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der 
Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist 



In den erfindungsgemgfcen transgenen Organismen liegt also In dieser AusfOhrungsform ge- 
genOber dem Wildtyp mindestens ein wefteres Ketolase-Gen vor, kodierend eine Ketolase, ent- 
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halfend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substrtuti- 
on, insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat vori mindes- 
tens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist 

6 In dieser AusfOhrungsform weist der erfindungsgemaOe genetisch veranderte Organismus 
dementsprechend mindestens eine exogene (=heterologe) Nuklelnsaure. kodierend eine Keto- 
ne auf oder mindestens zwei endbgene NuKteinsauren, kodierend eine Ketolase, auf. wobe, 
die Ketolasen die Amlnosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch 
Substitution, insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz enthatten. die e.ne 

10 ' Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweot 

' ' .... 

in einer enderen. bevorzugten AusfOhrungsform des erfihdungsgema&en Verfahrens werden els 
Ausgangsonjantemen Organismen verwendet die als Wildtyp keine Ketolaseaktivitat aufwe.sen. 

15 in dieser bevorzugten AusfOhrungsform verursacht die genetische Veranderuhg die Ketolase- . 
Aktivrtat in den Organismen. Der erfindungsgemafte genetisch veranderte Organismus weist 
somitln dieser bevorzugten AusfOhrungsform. im Vergleich zum genetisch nichtveranderten 
Wildtyp eine Ketolase-Aktivitat auf und 1st somit vorzugsweise in der Lage. tranegen eine Keto- 
lase zu exprimleren, enthaltend die Amlnosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser 

20 Sequenz durch Substitution. Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz. d» 
eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 auf- 



ln dieser bevorzugten AusfOhrungsform erfolgt die Verursachung der Genexpresslon einer Nuk- 
25. lelnsaure, kodteiend eine Ketolase. analog zu dervorstehend beschrtebenen ErhChung der Qe- 
nexpression einer Nukleinsaure.kodierend eine Ketolase. vorzugsweise durch Elnbringen von 
NuKteinsauren. die Ketolasen kodleren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder 
eine von dieser Sequenz durch Substitution. Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgelerte- 
te sequenz. die eine identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
30 SEQ ID. NO. 2 aufweist, in den Ausgangsorganismus. 

r 

. Dazu kann in beiden AusfQhrungsformen prinzipiell jede Nuklelnsauren. die eine Ketolase ko- 
■ diert. enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine yon dieser Sequenz durch 
Substitution. Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz. die eine Identitat 
36 ,von mindestens 42% auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aulweist, verwen- 
det werden. 

Die Verwendung der erfindungsgemafien Nuklelnsauren. kodierend eine Ketolase. fDhrtim er- 
findungsgemaaen Verfahren oberraschenderweise zu einer hoheren Ausbeute an Ketocarofc- 
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noiden, insbesondere an Astaxanthin als bei der Verwendung der im Stand der Technik verwen- 
deten Ketotase-Gene. 

Alte in der Beschreibung erwahnten Nukleinsauren konnen beisptelsweise eine RNA-, ONA- 
5 Oder cDNA-Sequenz sein, 

Bei genomischen Ketolase-Sequenzen aus eukaryotischen Quellen, die Introns enthalten, sind 
fQr den Fall, dass der Wirtsorganismus nicht in der Lage 1st oder nicht in die Lage versetzt wer- 
den kann, die entsprechenden Ketolase zu exprimleren, bevorzugt bereits prozessierte Nuklein- 
10 sSuresequenzen wie die entsprechenden cDNAs zu verwenden. 

• Befapiele for Nukleinsauren, kodierend eine Ketolase, und die entsprechenden Ketolasen, ent- 
haltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substituti- 
on, insertion oder Deletion von Aminosauren abgeieitete Sequenz, die eine Identitat von mindes- 
15 tens.42 % auf AminosSureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, die im erfindungs- 
gemaGen Verfahren vorteilhaft verwendet werden kfinnen, sind beispielsweise Sequenzen aus 

Nostoc puncttformePCC731 02 ORF 38, Nukleinsaure; Acc.-No. NZ_AABC01000195 f Basen- 
paar 55,604 bis 55,392 (SEQ ID NO: 1); Protein: Acc.-No. ZPJJ0111268 (SEQ ID NO: 2) (a!s 
20 putatfves Protein annotiert) oder , 

No$toc punctfforme PCC73102 ORF 148, Nukleinsaure: Acc.-No. NZ_AABC01000196, Basen- 
paar 140t571 bis 139,810 (SEQ ID NO: 3), Protein: (SEQ ID NO: 4) (nicht annotiert) 

25 oder von diesen Sequenzen abgeieitete Ketolasesequenzen. 

AbbUdung 1 zeigtzusStelich die Nukleinsauresequenzen von ORF 38 und ORF 148 aus Nostoc 
punctiforme. 

30 FQr die Hersteilung von Astaxanthin 1st Insbesondere die Verwendung der Ketolase No3too 
punctiforme PCC73102 ORF 148, Nukleinsaure: Aca-No. NZ_AABC01000198, Basenpaar 
140,571 bis 139,810 (SEQ ID NO: 3), Protein: (SEQ ID NO; 4) Oder von dieser Sequenz abgeiei- 
tete Sequenzen besonders.bevorzugt 

35 Weitere natoriiche Beispiele fQr ketolasen und Ketolase-Gene, die im erfindungsgema&en Ver- 
fahren verwendet werden konnen, lassen sich beispieteweise aus verschiedenen Organismen, 
deren genomische Sequenz bekannt ist, durch Identitatsvergteicbe der Aminosauresequenzen 
oder der entsprechenden rQckQbersetzten Nukleinsauresequenzen aus Datenbanken mit den 
vorstehend beschriebenen Sequenzen SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 4 ieicht aufflnden. 
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Weltere natGrltche Beispiele fQr Ketolasen und Ketolase-Gene lassen sich weiterhin ausgehend 
von den vorstehend beschrte.benen Nukleinsauresequenzen, insbe'sondere ausgehend von den 
Sequenzen SEQ ID NO: 1 Oder SEQ ID NO: 3 aus verschledenen Organlsmen, deren genpmi- 
5 sche Sequenz nteht bekannt 1st, durcb Hybridisierungstechniken in an sich bekannter Weiss 
leicht auffinden. 

Die Hybridisierung kann unter moderaten (geringe Stringenz) oder vorzugswelse unter stringen- 
ten (bohe Stringenz) Bedingungen erfolgen. 
10 . 

Solche Hybridlsierungsbedlngungen sind beispielsweise be] Sambrook, J., Fritsch, E.F., Mariia- 
i tis, T„ In: Molecular Cloning (A Laboratory Manual), 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, 1989, Seften 9.31-9.57 Oder in Current Protocols In Molecular Biology, John Wiley & 
Sons. N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6 beschrieben. 



16 




20 



Beispfelhaft kdnnen die Bedingungen wahrend des Waschschrittes ausgewahft sein aus dem 
Berelch von Bedingungen begrenzt von solchen mit geringer Stringenz (mit 2X SSC be/ 50_C) 
und solchen mit hoher Stringenz (mit 0.2X SSC bei 50J3, bevorzugt bei 65^C) (20X SSC: 0,3 M 
Natriumcitrat, 3 M Natriumchlorid, pH 7.0). 

DarQberhlnaus kann die Temperatur wahrend des Waschschrittes von moderaten Bedingungen 
bei Raumtemperatur, 22*0, bis zu strlngenten Bedingungen bel 65°C angehoben werden. 




Beide Parameter, Salzkonzentration und Temperatur, konnen gleichzeWg variiert werden, auch 
25 kann einer der beiden Parameter konstant gehalten und nur der andere variiert warden, wah- 
rend der Hybridisierung kennen auch denaturierende Agenzlen wie zum Beispiel Formamld Oder' 
SDS eingesetzt werden. In Gegenwart von 50 % Formamld wind die' Hybridisierung bevorzugt 
bei42°Causgefahrt. 

30 Einlge bfeispielhafte Bedingungen fQr Hybridisierung und Waschschritt sind infolge gegeben: 



(1 ) . Hybridiserungsbedingungen mit zum Beispiel 

(I) 4X SSC bei oder 

(ii) 6X SSC bei 45*C, oder 

(iii) 6X SSC bei 68°C, 1 00 mg/ml denaturierter Fischspenma-DNAi oder 



35 
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(iv) 6X SSC, 0.5 % SDS, 100 mg/ml denaturierte,.fragmentierte Lachssperma-DNA bei 
68°c, odef 

5 (v) 6XSSC, 0.5 % SDS, 100 mg/ml denaturierte, fragmentierte Lachssperma-DNA, 50 % 
Formamld bei 42°C I oder 

(vl) 50%Formarnid l 4XSSCbel42_.C.oder 

10 (vii) SO % (vol/vol) Formamid, 0.1 % Rinderserumalbumin, 0.1 %. Ficoll, 0.1 % Polyvinyipyrro- ( 

lidon, 50 mM Natrlumphosphatpuffer pH 6.5, 750 mM NaCI, 75 mM Natriumcitrat be! 42°C, Oder 

• ... 

(vlii) 2X oder 4X SSC bei 50°C (moderate Bedrngungen), Oder 
1 5 (be) 30 bis 40 % Formamld, 2X Oder 4X SSC bei 42° (moderate Bedingungen). 
(2) Wafichscbritte for Jeweils 1 0 Minuten mtt zum Belspiel' 



* 20 



(I) 0.015 M NaCI/0.b015 M Natiiumcitrat/Q.1 % SDS bei 50°C. oder 

(ii) 0.1X SSC bei 65°C f Oder 

(iil) 0.1X SSC, 0.5% SDS bei 68°C, Oder 

25 (iv) 0.1X SSC, 0.5 % SDS. 50 % Formamid bei 42°C, Oder 



(v) 0.2X SSC, 0.1 % SDS bei 42°C, oder 




30 



(vi) 2X SSC bei 65°C (moderate Bedingungen). 



In einer bevorzugten AusfQhrungstorm der erfindungsgemaBen Verfahren bringt man Nukiein- 
sauren ein, die eine Ketolase kodieren, enthaltend die AminosSuresequenz S£Q ID NO; 2 oder 
eine von dleser Sequenz durch Substitution, insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleite- 
te Sequenz. die eine Identitat von mindestens 50%, vorzugsweise mindestens 60%, vorzugs- 
35 weise mindestens 65 %, vorzugsweise mindestens 70 %. bevorzugter mindestens 75 %, bevor- 
zugter mindestens 80 %, bevorzugter mindesfcens 85 %; bevorzugter mindestens 90 %, bevor- 
zugter mindestens 95 %, besonders bevorzugt mindestens 98 % auf Amfnosaureebene mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 2 aufweist 
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Dabei kann es sich um eine natGrttohe Ketolase-Sequenz handeln, die wie voretehend beschrie- 
ben durbh Identitatsvergleich der Sequenzen aus andenen Organlsmen gefunden werden kann 
Oder um eine kOnstliche Ketolase-Sequenz, die ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO: 2 
5 durch kOnstliche Variation, beispielsweise durch Substitution, Insertion oder Deletion von Ami- 
nosauren abgewandelt wurde. 

Unter dem Begriff "Substitution" ist in der Beschreibung der Austausch einer oder mehrerer A- 
minosauren durch eine oder mehrere AminosSuren zu verstehen. Bevbrzugt werden sog. kon- 
10 servative AUstausche durchgefuhrt, bei denen die ersetete AminosSure eine ahnliche Elgen- 
schaft hat wie die uraprOngliche Amlnosaure. belspielsweise Austausch von Oiu durch Asp, Gin 
durch Asn, Vai durch lie, Leu durch lie, Ser durch Thr> 

Deletion ist das Ersetzen einer Aminosaure durch eine dlrekte Bindung. Bevorzugte PosMonen 
15 far Deletionen sind die Termini des Polypeptides und die VerknQpfungen zwischen den einzel- 
nen Proteindomanen. 

Insertionen sind EinfQgungen von AminosSuren in die Polypeptidkette, wobei formal eine direkte 
Bindung durch ein oder mehrere AmfnosSuren ersetzt wird. 

20 \ 

Unter Identitat zwtechen zwe! Proteineri wird die identitet der AminosSuren Qber die Jeweils ge- • 
samte ProteinJange verstanden, insbesondere die (dentrtat die durch Vengleich mit Hilfe der Vec- 
tor NTI Suite 7.1 Software der Rrma Informax (USA) unter Anwendung der Clustal wiethade 
. (Higgins DG, Sharp PM, Fast and sensitive multiple sequence alignments on a microcomputer. 

25 • Comput AppL Bioscl. 1989 Apn5<2):151-1) unter Einstellung foigender Parameter berechnet 
wind: 

Multiple alignment parameter 

Gap opening penalty 10 
30 Gap extension penalty. 10 

Gap separation penalty range 8 • 

Gap separation penalty off 

% identity for alignment deiay 40 

Residue specific gaps off 
35 Hydrophilic residue gap off 

Transition weighing 0 
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I ' 
Pairwlse alignment parameter: 
FAST algorithm on 
K-tuple size 1 
Gap penalty 3 
5 Window size 5 
Number of best diagonals " 5 

Unter einer Ketolase, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Se- 
quenz SEQ ID NO: 2 aufweist, wlrd dementsprechend eine Ketolase verstanden, die bei einem 
10 Vergtelch seiner Sequenz met der Sequenz SEQ ID NO: 2, Insbesondere nach oblgen Pro- 
grammlogarithmus mit obfgem Parametersatz eine Identltat von mindestens 42 % airfweist 

Beispteisweise weist nach obigen Programmlogarlthmus mit obigem Parametersatz die Se- 
quenz der Ketolase aus Nostoc punctiforme PCC73102 ORF 148 (SEQ ID NO: 4) mit der Se- 
15 quenz der Ketolase aus Nostoc punctiforme PCC73102 ORF 38 {SEQ ID NO: 2) eine Identity 
von 64% auf. 

Geeignete Nukteinsauresequenzen slnd beispielsweise durch RflckQbersetzung der Poiypeptid- 
sequenz gemaa dem geneiischen Code erhaitlfch, 

20 

' Bevorzugt werden daftir solche Codons verwendet die enteprechend der Organismus- 
spezifiscHen "codon usage" hSufig verwendet werden. Die "codon usage" lasst sich anhand von 
Computerauswertungen anderer, bekannter Gene der betreffenden Organismen Jeicht ermittein. 

25 In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform bringt man eine Nukteinsaure, enthaltend die 
Sequenz SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 in den Organismus ein. 

Alle vorstehend erwShnten Ketolase-Gene sind weiterhin in an sich bekannter Weise durch 
chemische Synthese aus den Nukfeotidbausteinen wie beisplelsweise durch Fragmentkonden- 

30 satlon einzefner Uberlappender, kompiementarer NukleinsSurebausteine der Doppeihelix her- 
steflbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann beispielsweise, in bekannter Wei- 
se, nach der Phosphoamidftmethode (Voet, Voet, 2. Auflage, Wiley Press New York, S, 896- 
897) erfolgen. Die Anlageaing synthetischer Oligonukleotide und AuffOllen von LQcken mithilfe 
des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase und Ligationsreaktionen sowie allgemeine Klo- 

35 nierungsverfahren werden in Sambfook et aL (1989), Molecular doning; A laboratory manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben. 

• Die Sequenz der Ketolase Bus Wosfoc punotffbrme PCC731Q2 ORF 38 (SEQ ID NO: 2) weist mit 
den Sequenzen der Ketolasen die in den Verfahren des Standes der Technik verwendet werden 
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eine Identity von 38% (Agmbacterium aurantiacum (EP 735 137. Accession NO: D5842Q), 38% 
(Alcaligenes sp. PC~1 (EP 735137, Accession NO: DS8422) und 19 bis 21 % (Haamatococcus 
pluviali$ flotow em. WHte und Haamatoccus pluvlatis, NIES-144 (EP 725137, WO 98/18910 und 
Lotan et at. FEBS Letters 1995, 384, 125-128, Accession NO: X86782 und D45881) auf. 

5 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform werden Organismen kultiviert die gegenfl.ber dem Wild- 
typ zusatzifch zur erhahten Ketolase-AktMfcat ein^ erhtfhte Hydrpxylafse-Aktivtet und/oder p- 
Cyclase-AKtivWt aulWefsen. 

1 0 Unter Hydroxylase-Aktivitat wlrd die Enzymaktivrtat elner Hydroxylase verstanden. ■ 



15 



20 



25 



30 



Unter einer Hydroxylase wird ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat aufwelst, 
am, gegebenenfeiis substituierten, 0-lonon-Ring von Carotinoiden eine Hydruxy-Gruppe einzu- 
fQhren. 

Insbesondere wird unter elner Hydroxylase ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivi- 
tataufwefsi ^-Carotin in Zeaxanthin oder Canthaxanthln in Astaxanthin umzuwandeln. 

pementsprechend wlrd unter Hydroxylase-Aktivitat dfe in elner bestimmten Zeit durch das Pro- 
tein Hydroxylase umgesetzte Menge p-Carob'n oder Canthaxanthln bzw, gebildete Menge Zea- 
xanthin oder Astaxanthin verstanden. 

Bel elner erhfthten Hydroxylase-Aktivitat gegenQber dem Wildtyp wird somit im Vergleich zum 
Wlldtyp in einer bestimmten Zeit durch das Protein Hydroxylase die umgesetzte Menge p- 
CarotJn oder Canthaxantin bzw. die gebildete Menge Zeaxanthin Oder Astaxanthin erhaht 

Vorzugsweise betrSgt diese ErhOhung der Hydroxyiase-Aktivitst mindestens 5 %, weiter bevor- 
zugt mindestens 20 %, weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt mindestens 100 %, 
bevorzugter mindestens 300 %, noch bevorzugter mindestens 500 %, insbesondere mindestens 
800 % der Hydroxylase-Aktivitat des Wildtyps. 

Unter p-Cydase-AktivitSt wird die Enzymaktivitat einer 0-Cyciase verstanden. 



Unter einer jJ-Cyclase wird ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat autweist, el- 
35 nen endstandigen, linearen Rest von Lycopin in einen p-lonon-RIng zu QberfGhren. 

Insbesondere wird unter einer p-Cyclase ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat 
aulweist, y-Carotin in p-Carotin umzuwandeln. 



09-JANr2083 16:04 BASF AG GUX CI 00 

BASF Aktlengesollschaft 20020904 

14 





Dementsprechend wird unter p-Cyclase-AktivitSt die in einer bestimmten Zeit durch das Protein 
p-Cyclase umgeseizteMenge y-Carotin bzw. gebildete Menge p-Carotin verstanden. 

5 " Bet efner erftohten p-Gydase -^AktivitSt gegenGber dem WBdtyp wird somit im Verglefch zum 
Wlldtyp in einer bestimmten Zeit durch das Protein P-Cyclase die umgesetzte Menge an Lycopin 
bzw. y-Carotin Oder die gebiidete Menge an y-Carotin aus Lycopin bzw. die gebildete Menge an 
p-Carotin aus y-Carotin erhOht, 

10 VQrzugsweise betrfigt diese Erhohung der p-CycIase-Aktiyitat mindestens 6 %, waiter bevonzugt 
mindestens 20 % t weiter bevorzugt mindestens 50 weiter bevoizugt mindestens 100 %, be- 
vonsugter mindestens 300 %, noch bevorzugter mindestens 500 %, Insbesondere mindestens 
600 % der p-Cydase-Aktivitat des Wildtyps. 

15 Die Bestimmung der Hydroxylase-AktMtat in erfindungsgemsflen genetisch veranderten Orga* 
nismen und in Wlldtyp- bzw. Referenzorganismen erfolgt vorzugsweise unter fblgenden Bedin- 
gungen: 

. Die Aktivitat der Hydroxylase wird nach Bouvier et ai. (Btechim. Biophys. Acta 1391 (1 998), 320- 
20 328) in vitro bestfmmt Es wird zu einer bestimmten Menge an OrganfsrnusextrSkt Ferredoxin, 
Ferredoxin-NADP Oxidoreductase, Katalase, NADPH sowie p-Carotin mlt Mono- und Digalakto- 
sylglyzeriden zugegeben. 

Besonders bevorzugt erfoigt die Bestimmung der Hydroxylase-Aktivltat unter fblgenden Bedin- 
25 gungeh nach Bouvier, Keller, d'Harifngua und Camara (Xanthophyll biosynthesis: molecular and 
functional characterization of carolenoid hydroxylases from pepper fruits (Capsicum annuum L.; 
Btechim. Biophys. Acta 1391 (1998), 320-328): 

Der In-vitro Assay wird in einem Volumen von 0.250 ml durchgefQhrt, Der Ansatz enthait 50 mM 
30 Kaliumphospbat (pH 7,6), 0.025 mg Ferredoxin von ^pinat, 0.5 ElnheKen Ferredoxin-NADP+ 
Oxfdoreduktase.von Spinat, 0.25 mM NADPH, 0.010 mg beta-Carotin (in 0.1 mg Tween 80 e- 
mulglert), 0.05 mM efner Mischung von Mono- und Digalaktosylglyzeriden (1:1), 1 Einheit Kata- 
lyse, 200 Mono- und Digalaktosylglyzeriden (1:1), 0.2 mg Rinderserumalbumin und Organis- 
musextrakt in unterschiedlichem Vofumen. Die Reaktionsmisohung wird 2 Stunden bei 3Q°C 
35 inkubfert. Die Reaktionsprodukte werden rriit organischem Ldsungsmittel wte Aceton Oder 
Chloroform/Methanol (2: 1 ) extraftiert und mittels HPLC bestimmt . 
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Die Bestimmung der p-Cycfase-AktivitSt in erfindungsgemafcen genetisch veranderten Orga- 
nlsmen und in Wildtyp- bzw. Referenzorganismen erfolgt vorzugsweise unterfofgenden Bedin- 
gungen: 



Die AktMtat der p-Cyctase wird nach Fraser und Sandmann (Bioohem. Biophys. Res. Comm. 
. 1'85(1) (1992) 9-15)/n vitro bestimmt Es werden zu einer bestimmteh Menge an Organismusex- 
trakt Kaliumphosphat als Puffer (pH 7.6}, Lycopin als Substrat, Stromaprotein von Paprika, 
NADP+, NADPH und ATP zugegeben. 



10 Besonders bevorzugt erfolgt die Bestimmung der p-Cyclase -Aktlvitat unter folgenden Bedin- 
gungen nach Bouvier, d'Harlingue und Camara (Molecular Analysis of carotenoid cyclae Inhibiti- 
on; Arch. BJochem. Biophys. 346(1) (1 997) 53-64): 

Der in-vltro Assay wird in elnem Volumen von 250 jil Volumen durchgefQhrt Der Ansate enthait 
15 50 mM Kaliumphosphat (pH 7.6),unterschtedliche Mengen an Organismusextrakt, 20 niw Lyco- 
pin, 250 jxg an chromoplastidfirem Stromaprotein aus Paprika, 0.2 mM NADP+, 0.2 mM NADPH 
, und 1 mM ATP. NADP/NADPH und ATP werden in 10 ml Ethanol mit 1 mg Tween 80 unmittel- 
bar vor der Zugabe zum Inkubationsmedium getost. Nach einer Reaktionszeitvon 60 Minuten 
bei 30°C wird die Reaktion durch Zugabe von Chloroforro/Methanol (2:1) beendet Die in Chloro- 
20 form extrahlerten Reaktfonspradukte werden mittels HRLC analysiert. 

EIn aitematlver Assay mit radloaktivem Substrat 1st beschrieben in Fraser und Sandmann (Bio- 
chem, Biophys. Res. Comm. 185(1) (1992) 9-16). - 

25 Die ErhOhung der Hydroxytese-Aktivitat und/oder 3-Cyclase-Aktivitat kann durch verschiedene 
Wege erfblgen, beisptelswelse durch Aussctjalten von hemmenden Regulationsmechanisrnen 
auf Expressions- und Protelnebene odSr durch ErhOhung der Genexpression von. Nuklelnsau- 
ren, kodierend eine Hydroxylase; und/oder von NukleinsSuren, kodierend eine p-Cyofase, ge- 
genQberdem Wildtyp. , 

• 30 ; ■ 

Die ErhOhung der Genexpression der Nukleins&uren, kodierend eine Hydroxylase, und/oder die 
ErhOhung der Genexpression der Nukleinsfiure, kodierend.elne ^Cyclase, gegenober dem 
, Wildtyp kann ebenfalls durch verschiedene Wege'erfolgen, beispielsweise durch Induzierung 
des Hydroxylase-Qens und/oder p-Cyclase-Gens durch Akflvatoren Oder durch Einbringen von 
36 efner oder mehrerer Hydroxylase-Genkopien und/oder p-Cyclase-Genkopien, also durch Ein- 
bringen mindestens einer Nukleinsfiure, kodierend eine Hydroxylase, und/oder mindestens einer 
Nukleinsaure, kodierend eine p-Cydase. In den Organismus. 
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Unter Erhfihung der Genexpression einer NuWelnsaure, kodierend eine Hydroxylase und/oder p- 
Cyclase, wird erfindungsgemafi auch die Manipulation der Expression der Organismus eigenen 
endogenen Hydroxylase und/oder p-Cyolas© verstanden. 

5 Dies kann beispielsweise durch VerSnderung der Promoter DNA-Sequenz fQr Hydroxylasen 
und/oder p-Cyclasen kodierende Gene erreicht werden. Eine solche Verfinderung, die eine er- 
hflhte Expressionsrate des Gens zur Folge hat, kann beispielsweise durch Deletion oder Inserti- 
on von DNA Sequenzen erfolgen. 

10 Es ist, wie vorstehend beschrieben, mdglich, die Expression der endogenen Hydroxylase 

und/oder 0-Cyclase durch die Application exogener Stimuli zu verandern. Dies kann durch be- 
sondere physiologische Bedingungen, also durch die Appiikation von Fremdsubstanzen erfal- 

. 15 Des weiteren kann eine verSnderte bzw. erhdhte Expression eines endogenen Hydroxylase- 

und/oder p-Cyclase-Gens dadurch erzielt werden, dass ein im nicht transformierten Organismus 
• nfchtvorkgmmendes Regulator-Protein mttdem Promoter dieses Gens in Wechselwirkung tritt 

Solch ein Regulator kann ein chfmares Protein darstellen, welches aus einer DNA-Bindedomane 
20 und einer Transkripttonsaktivator-Domane besteht, wie beispielsweise in WO 96/06166 be- 
schrieben. 

In einer bevorzugten AusfGhrungsfanm erfblgt die Erhfihung der Genexpression einer Nuklein- 
saure, kodierend eine Hydroxylase, und/oder die ErhOhung der Genexpression einer Nukleln- 
25 sSure, kodierend eine p-Cyclase, durch Einbrlngen, von mindestens einer Nukleinsaure, kodie- 
rend eine Hydroxylase, uroi/oder. durch Einbringen von mindestens einer NukleinsSure, kodie- 
rend eine p-Cyclase, in den Organismus. 



30 



36 



Dazu kann prinzipieli jedes Hydroxylase-Gen bzw. jedes p-Cyclase-Gen, also jede Nukleinsau- 
re, die eine Hydroxylase und jede NuklelnsSure, die eine p-Cyclase .kodiert, verwendet werden. 

Beigenomischen Hydroxylase*-bzw. p-Cyciase-Nukleinsaure-Sequenzen aus eukaryotischen 
Quellen, die Introns enthalteh, sind fUr den Fall, dass der WIrtsorganismus nfcht in der Lage ist 
oder nicht In die Lage versetzt werden kann, die entsprechehde Hydroxylase bzw. 3-Cyclase zu 
exprimieren, bevorzugt berelts prozessierte Nukleinsauresequenzen, wie die entsprechenden 
oDNAs, zu verwenden. 
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Ein Beispiel tor ein Hydroxyiase-Gen ist etne Nukieinsaure, kodierend eine Hydroxylase, aus 
HaemaiocooouB pluvialis. Accession AX038729, WO 0061764); (Nukleinsaure: SEQ ID NO: 5, 
Protein: SEQ IP NO: 6). 

Ein Beispiel fQr ein 0-Cydase-Gen ist eine Nukleinsaure, kodierend eine p-Cyclase aus Tomate 
{Accession X86452).(Nukle|nsaure: SEQ ID NO: 7, Protein: SEQ ID NO: 8). 

In den erfindungsgema&en bevorzugten transgenen Organismen llegt also in dleser bevorzug- 
ten AusfQhrungsform gegenQber dem Wildtyp mindestens ein weiteres Hydroxyiase-Gen 
und/oder p-Cydase-Gen vor. 



15 



20 



25 



30 



35 



In dleser bevorzugten Ausftlhrungsform welst der genetisch veranderte Organismus beispleis- 
. • weise mindestens eine exogene Nuklelnsdure, kodierend eine Hydroxylase! Oder mindestens 
zwe! endogene Nukleinsauren, kodierend eine Hydroxylase und/oder mindestens eine exogene 
Ntikfeinsaure, kodierend eine p-Cyclase, oder mindestens zwei endogene Nukteinsduren, kodie- 
rend eine 0-CycIase, aut " 

Bevorzugt verwendet man in vorstehend beschriebener bevorzugter AusfGhrungsform als 
Hydroxyiase-Gene Nukleinsaureri, die Protelne kodieren, enthaltend die AminosSuresequenz 
SEQ ID NO: 6 oder eine von dleser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von 
Aminosauren abgeieitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 30 %, vorzugsweise min- 
destens 50 %, bevorzugter mindestens 70%, noch bevorzugter mindestens 90 %, am bevorzug- 
testerl mindestens 95 % auf AminosSureebene mit der Sequenz SEQ ID NO: 6, und die die .' 
enzymatisohe Eigenschaft elner Hydroxylase aufiveisen. • 

Weitere Beispiele fOr Hydroxylasen und Hydroxyiase-Gene lassen sich beispielsweise aus ver- 
schiedenen Organismen, deren genomisohe Sequenz bekannt ist wie vorstehend be^chrieben 
durch Homologievergleicheder Aminosauresequ^nzen oder der entsprecheriden rockQbersetz- 
ten NukJeinsauresequenzen aus Datenbanken mit der SEQ iD. NO: 6 teicht auffinden. 

Weitere Beispiele for Hydroxylasen und Hydroxyiase-Gene lassen sich weiterhin beispielsweise 
ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO: 5 aus verschiedenen Organismen deren genomisohe 
Sfequenz nlcht bekannt ist wie vorstehend beschrieben, durch Hybridisierungs- und PCR- 
Techniken in an sich bekannfer Weise ieicht auffinden. 

In elner welter besonders bevorzugten Ausfflhrungsform werden zur Erhflhung der Hydroxylase- 
Afctivitat NukfefnsSuren in Organismen eingebracht die Proteine kodieren, enthaltend die Ami- 
nosauresequenz der Hydroxylase der Sequenz SEQ iD NO: 6. 



09-JAhK2003 is: 06 BASF AG GUX CI 00 

BASF Aktiengeselischaft Myzww 

18 



. t 4 5.£L± S021183. s. 28/72. 



Geeignete NuWeinsauresequenzen sind beispielsweise durch RQckQbersetzung der Polypeptld- 
sequenz gemafc dem genetischen Code erhaWich. 

5 Bevorzugt werden dafGr solohe Kodons verwendet, die entsprechend des Organismus- 

spezifischen "codon usage 0 h^ufig verwendet werden. Dleser'codon usage" ISsst sich anhand 
. von Computerauswertungen anderer, bekannter Gene der betreffenden Organlsmen leicht ei^ 
mittein. 

10 In einer besonders bevorzugten AusfDhrungsform bringt man eine NukleinsSure, entbaltend die 
Sequent SEQ. ID, MO; 6, In den Organfsmus ein, 

Bevorzugt verwendet man in vorstehend beschriebener bevorzugter Ausftlhrungsform ale p- 
Cyclase-Gene NukleinsSuren, die Proteine kodferen, enthaltend die Amlnosauresequenz SEQ 
15 ID NO; 8 Oder eine von dleser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Amino- 
s^uren abgeteitete Sequenz, die eine Identrtat von mindestens 30 %, vorzugsweise mindestens 
60 %, bevorzugter mindestens 70 %, noch bevorzugter mindestens 90 %, am bevonsugtesten 
mindestens 95 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ ID NO: 8, und die die enzymati- 
sche Eigenschaft einer p-Cyclase aufWeisen. 

20 

Weitere Beisptefe for p-Cyciasen und P-Cyclase-Gene lassen sich beispielsweise aus verSchie- 
denen Organismen, deren genomlsche Sequenz bekannt ist, wie vorstehend beschileben durch 
. Homologieverigiei£AederAminosauresequenzen oder der entsprechenden ruckobersetzten 
Nukleinsauresequenzen aus Datenbanken mlt der SEQ ID NO: 8 leicht auffinden, 

..»"•:' •* 

Weitere Beisplele ftir P-Cyciasen und p-Cyclase-Gene lassen sich weitertiin beispielsweise 
ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO: 7 aus verschiedenen Organismen, deren genomische 
Sequenz nlcht bekannt 1st durch Hybridisierungs- und PCR-Technlken in an sich bekannter ■ 
Weise leicht auffinden. 

30 

in einer welter besonders bevorzugten AusfQhrungsform werden zur Erhahung der p-Cyciase- 
Aktivltat NukleinsSuren in Organismen elngebracht, die Proteine kodieren, enthaitend die Ami 7 
nosauresequenz der p-Cyctese der Sequenz SEQ. ID. NO; 8. 

35 Geeignete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch RQckQbersetzung der Poiypeptid- 
sequenz gemaG dem genetischen Code erhaitlich. 
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Bevorzugt Werden dafQr solche Kodons verwendet, die entsprechend des Organisrnus- 
spazffischen u cbdpn usage" haufig verwendet werden, Dleser u codon usage" ISsst sich anhand 
von Cbmputerauswertungen anderer, bekannter Gene der betreffenden Organismen leicht; er- 
mttteln. 

In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform bringt man eine Nukleinsaure, enthaitend die 
Sequenz SEQ. ID. NO: 7 In den Organismus ein. 

Alle vorstehend erwShnten Hydroxylase-Gene Oder p-Cyclase-Gene sind weiterhin In an sich 
bekannter Weise durch chemische Synthese aus den Nukteotidbausteineri we beispielsweise 
durch Fragmentkondensation einzelner Gberlappender, Komplementarer Nukleins£urebausteine 
der Doppeihelix herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann beispielsweise, 
in bekannter Welse, nach der Pbosphoamiditrnethode (Vcet, Voet 2. Auflage. Wiley Press 
New York, Seite 808-897) erfolgen. Oie Anlagerung synthetischer OHgonukleoBde und AuffOllen 
von LOcken rnrthilfe des Wenow-Fragmentes der DNA-Polymerase und Ligatlonsreaktionen 
sowie aligemeine Klonierungsverfahren werden in Sambrook at aL (1989), Molecular cloning: A ■ 
laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben, 

Besonders bevorzugt werden Im erflndungsgemafien Verfahren genetisch veranderte Organis- 
men mit folgende Kombinationen genetlscher Veranderungen verwendet: 

Genetisch verSnderte Organismen, die im Vergleich ,zum Wildtyp eine erhOhte oder verursachte 
Ketolase-Aktivitat und eine erhOhte Hydroxylase-Aktlvitat aufweisen, 

genetisch veranderte Organismen, die Im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte oder verursachte 
Ketolase-Akfivitat und eine erhOhte p-Cyclase-Aktivtet aufweisen und 

genetisch versnderte Organismen, die im Vergleich zum Wildtyp eino erhOhte oder verursachte 
Ketolase-Aktiv'rtat und eine erhOhte Hydroxytase-Aktivitat und eine erhOhte 3-Cyc!ase-Aktivitet 
aufweisen. 

Die Herstellung dieser genetisch verSnderten Organismen kann, wie nachstehend beschrieben, 
beispielsweise durch Einbringen einzelner NukleinsSurekohstrukte (Exprassfonskassetten) Oder 
durch Einbrlngen vOn Mehrfechkohstrukten erfolgen, die bis zu zwel oder drel der beschriebe- 
nen Akthrftsten enthahen. 

Unter Organismen werden erfindungsgemSB vorzugsweise Organismen verstanden, die als 
Wildtyp- Oder Ausgangsorganismen natorlicherweise oder durch genetische Komplementierung 
und/oder Umregulierung der Stofiwechsetwege in der Lage sind, Carotinoide, insbesondere p- 
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Carotin und/oder Zeaxarrthin und/bder Neoxanthin und/oder Vrolaxanthin und/oder lutein herzu- * 
stellen. 

Wetter bevorzugte Organismeri welsen als Wlldtyp- Oder Ausgangsorganismen bereits eine 
5 Hydroxylase-AktivitSt auf und sind somit als Wildtyp- oder Ausgangsorganismen In der Lage, 
Zeaxanthin herzusteilen. 

Bevorzugte Organismen slnd Pflanzen oder Mikroorganlsmen, wie beispielsweise Bakterien, 
Hefen, Algen oder Pitee. 

10 ' 

Als Bakterien kdnnen sowohl Bakterien verwendet werden, die aufgwnd des Einbringens von 
Genen der Carotlnoidbiosynthese eines Carotinoid-produzlerenden Organismus in der Lage 
sind, Xanfhophylle zu synthetisieren, wie beispielsweise Bakterien der Gattung Escherichia, die 
beispielsweise crt-Gene aus Erwtoia enthalten, als auch Bakterien* die von sich aus in der Lage 

15 slnd. XanthophyUe zu synthetisteren wie beispielsweise Bakterien der Gattung Erwinla, Agrvbac- 
tertum, Flavobacterium, Alcsligenes, Paracoccus, Nostoc oder Cyanobakterfen der Gattung 
Synechooystis. 

Bevorzugte Bakterien sind Escherichia coti,Erwinia herbicoia, Erwlnia uredovora, Agrobacterium 
20 aurantiacum, Alcal/genas sp. PC-f, Fiavobacterium sp. strain R1534, das Cyanobacterium By- 
nachocystis sp. PCC68&3, Paracoccus marcusii oder Paracoccus carotintfaciens. 

- Bevorzugte Hefen slnd Candida, Saccharomyoos, Hansenula, Plchia oder Phaffia. Besonders 
bevorzugte Hefen sind XanthophyUomyces dendmrhous oder Phaffia rhodozyma. 
25 * . 

Bevorzugte Pitee sfnd Aspergillus, Trichoderma, Ashbya, Neurospom, Blakestea, Phycomyces, 
Fusarium oder weitere in Indian Chem. Engr. Section B. Vol. 37, No. 1 , 2 (1 995) auf Seite 16,. 
• Tabelle6beschriebenePilze. 

30 Bevorzugte Algen slnd GrQnaigen, wie beispielsweise Algen der Gattung Haematococcus, 

Phaedactytum tricomatum, Volvox oder Dunaliella. Besonders bevorzugte Algen sind Haemato- 
coccus puviatis Oder Dunaliella bartfawil. ' 

Weitere brauchbare Mikrporganismen und deren Herstellung zur DUrcWtthrung des erfrndungs- 
35 gemafien Verfehrens sind beispielsweise aus der DE-A-1 99 16 140 bekannt, worauf hiermtt 
Bezug genommen wird. 



Besonders bevorzugte Pflanzen sind Pflanzen ausgewahltaus den Familien Ranunculaceae, 
Berberldaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, LInaceae. Vitaceae, Bras- 
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slcaceae. Cucurbftaceae, Primuiaceae. Caryophyliaceae, Amaranthaceae, Gentianaceae, Ge- 
raniaceae, Caprifoliaceae, Gleaceae, Tropaeoraceae, Solanaceae, Scrophulariaceae, Astera- 
ceae, Liiiaceae, Amaryllidaceae, Poaceae, Orchidaceae, Malvaceae, Ifliaceae Oder Lamiaceae. 

6 Ganz besonders bevorzugte Pflanzen stnd ausgewahlt aus der Gruppe der Pflanzengattungen 
Marigold, Tagetes errecta, Tagetes patula, Acacia, Aconitum, Adonis, Arnica, Aquitegia, Aster. 
Astragalus, Bignonia,' Calendula, Caitha, Campanula, Cannai Centauraa, Cheiranthus, Chrysan- 
themum, Citrus, Crepis, Crocus, Curvurbita, Cytisue, Delonfa, Delphinium, DianthusjDi- 
morphotheca, Ooronicum, Eschsoholtzfa, Forsythia, Fremontla. Gazania, Geisemlum, Genista, 

10 Gentiana, Geranium, Gerbera, Geurh, Grevillea, Helenium, Helianthus, Hapatlca, Heraoleum, 
Hfsbiscus, Heliopsis, Hypericum, Hypochoeris, Impatlens, Ms, Jacaranda, Kerrfa, Laburnum, 
Lathyrus, Leontodon, Lilium, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, Medlcago, Mimu- 
lus, Narcissus, Oenothera, Osmanthus, Petunia, Photinla, Physalis. Phyteuma, Potentate, Pyra- 
cantha. Ranunculus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckla, Senacio, Siiene, Silpnium, Sinapsis, 

15 Sorbus, Sparb'um, Tecoma, Torenia, Tragopogon, Trollius, Tropaeolum, Tulfpa; Tussilago, Ulex, 
Viola oder Zinnia, besonders bevorzugt ausgewahit aus der Gruppe der Pflanzengattungen Ma- 
rigold, Tagetes erecta, Tagetes patula, Lycopersicon, Rosa, Calendula, Physalis, Medlcago, 
Helianthus, Chrysanthemum, Aster, Tulipa, Narcissus, Petunia, Geranium, Tropaeolum oder 
Adonis. x 

20 . 

lm erfindungsgemafien Verfahren zur erstellung von Ketocarotlnolden wind vorzugsweise dem 
Kultfvlerungsschritt der genetlsch veranderten Organlsmen ein Emten der Organlsmen und wel- 
ter bevofeugt zusatziich ein Isolieren von Ketocarotinolden aus den Organlsmen angeschlossen. 

25 Das Ernten der Organlsmen erfolgt In an sfch bekannter Weise dem jewefligen Organismus 
entsprechend. Mikroorganismen. wie Bakterien, Hefen, Algen oderPHze oder Pflanzenzellen, 
die durch Fermentation in flOfcigeri Nahrmedten kultiviert werden, kennen beispieteweise durch 
Zerrtrtfugieren, Dekantferen Oder Rtoieren abgetrennt werden. Pflanzen warden In an sich be-, 
kanrrter Weise.auf NShrbfiden gezogen und errtsprechend geerntet 

30 

Die Kult'rvlerung der genetlsch veranderten Mikroorganismen erfolgt bevorzugt In Gegenwart von 
Sauerstoff bei etner KuitMerungstemperatur von mindestens etwa 20 9 C, wie z.8. 20°C bis 40 °C, 
und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9. Bel genetlsch veranderten Mikroorganismen erfolgt vor- 
zugsweise zunachst die Kultfvierung der Mikroorganismen in Gegenwart von Sauerstoff und in 
35 einem Kompiexmedium, wie z.B. TB- oder LB- Medium bei einer KuitMerungstemperaturvon 
eta/a 20 a C Oder mehr, und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9, bis elne ausreichende Zelldiohte 
erreicht 1st Urn die. Oxidationsreaktion besser steuem zu konnen, bevorzugt man die Verwen- 
dung eines induzierbaren Promoters, Die Kultivfenjng wind nach Induktlon der Ketolaseexpressi- 
on In Gegenwart von Sauerstoff, z.B. 12 Stunden bis 3 Tage, fbrtgesetzt 
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5 T-ennverfahren.wlaR^^^ 
Chromatographle. 

Wie nachstehend erwahnt, konnen die Ketocarotinoide In den erfindungsgemailen. genetisch 
'. veranderten Pflanzen vorzugsweise in verschiedenen Pflanzengeweben, wie beispielsweise 
10 Samen, Blatter. FrOchte. BlOten. insbesondere in BlOtanbiattem spezifisch hergestellt werden. 

Die isoilerung von Ketocarotinoiden aus den geemteten Blutenblattem erfblgt in an sfch bekann- 
ter Weise, beispielsweise durch Trocknung und anschlieSender Extraktion und gegebenenfells 
weiterer chemiscner oder physikallscher Reinigungsprozesse, wie beispielsweise Failungsme- 
15 thoden, Kristallographie, thermfsche Trennverfahren, wie Rektifizierverfahren oder physikalische 
Trennverfahren. wie beispielsweise Chromatographie. Die Isollerung von Ketocarotinoiden aus 
den Blutenblattem erfblgt beispielsweise bevorzugt durch organlsche LosungsmltteJ wie Aceton, 
Hexan, Ether oder teiHWethylbutylether. 

20 Weitere Isolierverfahren von Ketocarotinoiden, insbesondere aus BlOtenblattem, sind beispiels- 
weise In Egger und Weinig (Phytpcherriistry (1967) .6, 437-440) und Egger (Phytochemistry 
(1965)4, 609.-618) beschrieben. 

Vorzugsweise sind die Ketocarotinoide ausgewa'htt aus der Gruppe Astaxanthin, Canthaxanthin. 
25 Eohinerion, 3-Hydroxyechinenon, 3'-Hydroxyechinehon, Adonlrubin und Adonlxanthin. 

Ein.besonders bevorzugtes Ketocarotinoid 1st Astexanthin. 

Je naoh verwendetem Organismus fallen die Ketocarotinoide in freier Form oder als Fettsaure- 
30 esteran. 

In Bjbtenblattern von Pflanzen fallen die Ketocarotinide lm erfindungsgema&en Verfahren in 
Form ihrer Mono- oder Diester mlt Fettsauren an. Elnige naehgewiesene Fettsauren sind z. B. 
Myristinsaure, Palmitlnsaure. Stearinsaure. Olsflure, Linolensaure, und Laurinsaure (Kamata 
35 und Simpson'(1987) Comp. Blochem. Physiol. Vol. 8BB(3), 587-591). 

pie Herstellung der ketocarotinoide kann in der ganzen Pflanze oder in einer bevofzugten Aus- 
fOhrungsform spezifisch In Pflanzengeweben, die Chromoplasten enthalten, erfolgen. Bevoizug- 
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te Pflanzengewebe slnd beispielsweise Wurzeln, Samen, Blatter, Frfichte. Bluten und insbeson- 
dens Nektarien und BlGtenblatter, dieauoh Petalen bezeichnet werden. 

in einer besonderes bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaSen Verfahrens >«rwen- 
det man genetisch veranderte Pflanzen, die in Bloten die hdchste Expresslonsrate einer Ketola- 
se aufweisen. 

Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht. dass die Genexpression der Ketolase unter Kontrolle 
eines btutenspezifischen Promoters erfolgt Beispielsweise werden dazu die vorstehend be- 
•schriebenen NuWeinsauren, wie nachstehend ausfuhrtich beschrieben. in einem Nuklelnsaure- 
konstrukt funktioneii verKnQpft mit einem blQtenspezlfischen Promoter » die Pflanze einge- 
bracht 

in einer weiteren. besonderes bevorzugten AUSfQhrungsform der erfindungsgemaSen Verfalv 
15 rens verwendet man genetisch veranderte Pflanzen, die in FrGohten die hochste Expressionsra- 
te einer Ketolase aufWeisen. 

Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht, dass die Genexpression der Ketolase unter Kontrolle 
' eines fruchtspezifischen Promoters erfolgt Beispielsweise werden dazu die vorstehend be- 
20 schriebenen NuWeinsauren, wie nachstehend ausfQhrllch beschrieben, in einem NuWeinsaune- 
konstrukt funktioneii verknOpft mit einem fruchtspezifischen Promoter in die Pflanze eingebracht 

. in elnerweiteren. besonderes bevorzugten, AusfOhrungsform der erfindungsgemaiJen Verfah- 
rens verwendet man genetisch veranderte Pflanzen, die in Samen die hOchste Expressions^ 
25 einer Ketolase aufweisen. , < 

Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht, dass die Genexpression der Ketolase unter Kontrolle 
eines samenspezifischen Promoters erfolgt Beispielsweise werden dazu die vorstehend be- 
schriebenen NuWeinsauren, wie nachstehend ausfuhrlich beschrieben. in einem Nuktansaure- 
konstrukt funktioneii verknOpft mit einem samenspezifischen Promoter in die Pflanze e.nge- 
bracht 

Das Targeting in die Chromplasten erfolgt durch ein funktioneii verknupftes plastldares Transit- 
peptid. 

lm folgenden wird exemplarisch die Herstellung genetisch veranderter Pflanzen mit erhohter . 
oder verursachter Ketolase-Akfivrtat beschrieben. Die ErhOhung weiterer AktMtaten, wie bei- 
spielsweise der Hydroxylase-Akth/itat und/oder der p-Cyclase-Aktivitat kann analog unter Ver- 
wendung von Nuklelnsauresequenzen. kodlerand eine Hydroxylase bzw. (J-Cyclase anstelle von 



35 
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NukleihsaUresequenzen, kodierend eine Ketotese. erfolgen. Die Transformation kann bei den 
Kombinationen von genetisohen Veranderungen einzeln Oder durch wiehrfachkonstnjkte erfbl- 



35 



Die Herstellung der transgenen Pflanzen eriblgt vorzugsweise durch Transformation der Aus- 
gangspflanzen. n* einem Nukleinsaurekonstrukt das die vorstehend beschriebenen Nuktein- 
sauren, kodierend eine Ketoiase errthalt. die mit einem Oder mehreren Regulationss.gnalen 
funktionell verknOpft sind. die die Transition und Translation in Pflanzen gewahrle.sten. 

Diese Nuweinsaurekonstrukte. in denen die kodierende NuWeinsauresequenz^mit einem Oder 
' mehreren Regulattonssignalen funktionell verknOpft sind, die die Transkription und Translation .n 
Pflanzen gewahrieisten, werden im folgenden audi Expressionskassetten genannt 

Vorzugsweise enthalten die Regulationssignale einen Oder mehrere Promotoren, die die 
Transkription und Translation in Pflanzen gewahrieisten. 

Die Expressionskassetten beinhaften Regulationssignale, also regulative Nukleinsauresequen- 
zen, welche die Expression der kodierenden Sequenz in der Wirtezelle steuem. Gemaft einer- 
bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst eine Expressionskassette stromaufwarts, d.h. am 5'- 
Ende der kodierenden Sequenz. einen Promoter und stromabwarts, d.h. am 3'-Ende. ein Polya- 
denylierungssignal und gegebenenfefls weitere regulatorische Elemente, welche mitderdazwl- 
schenllegenden kodierenden Sequenz fur mindestens eines der vorstehend beschriebenen Ge- 
ne o'perativ verknOpft sind. Unter elner operativen Verknupfung versteht man die sequenzlelle 
Anordnung von Promoter, kodlerender Sequenz. Terminator und ggf. weiterer regulativer Ele- 
mente derart, das jedes der regulativen Elemente seine Funktion bei der Expression der kod.e- 
renden Sequenz bestimmungsgemas erfiillen kann. 

im folgenden werden beispielhaft die bevorzugten Nukielnsaurekonstrukte, Expressionskasset- 
ten und vektoren ffir Pflanzen und Verfahren zur Hersteliung von transgenen Pflanzen. sowie 
die transgenen Pflanzen selbst beschrieben. 

Die zur operativen Verknupfung bevorzugten, aber nicht darauf beschrankten Sequenzen, sind 
Targeting-Sequenzen zur Gewahrleistung der subzeiluiaren totalisation im Apoplasten. .n der 
Vakuole, in Plastiden, im Mitochondrium. im Endoplasmatischen Retikulum (ER), im Zeilkem. .n 
Olkdrperehen oder anderen Kompartimenten und Translationsverstarkem wie die 5*- 
FDhrungssequenz aus dem Tabak-Mosaik-Vinis.{Gallle et al, Nucl. Adds Res. 15 (1987). 
8693-8711). 
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Als Promoter dec Expressionskassette ist grundsatzlich jeder Promotor geetonet, der die Ex- 
pression von Fremdgenen in Pflanzen steuem kann. 

-Konstitutivef Promotor meint solche Promotoren, die eine Expression in zahlretahen, bevorzugt 
5 alien, Gewebeh Ober einen grolieren Zertraum der Pflanzenentwicklung, bevorzugt zu alien Zeit- 
punkten der Pflanzenentwicklung, gewahrieteten. 

Vorzugsweise verwendet man insbesondere einen pflanzlichen Promotor Oder einen Promotor. 
der elnem Pflanzenvlrus entstammt insbesondere bevorzugt ist der Promotor des 353- 

10 Transkriptes des CaMV Blumenkohimosaikvirus (Franck etai. (1980) Cell 21:285-294; Odell et 
al.(1985) Nature 313:810-812; Shewmaker et al. (1985) Virology 140:281-288; Gardner et al. 
" (1986) Plant WIOl Biol 6:221-228), der 19S CaMV Promotor (US 5,352,605; WO 84/02913; Ben- 
fey et al. (1989) EMBO J 8:2195-2202), den Triose-Phosphat Translokawr (TPT) Promotor aus 
Arabldopsls thattana Acc.-No. AB008898 . Besenpaar 63242 bis 55281; das Gen beginnend ab 

1 5 bp 55282 Ist mlt "phosphate/trioseiphosphate translocator* annotiert, Oder den 34S Promoter 
aus Figvwsrt mosaic virus ACC.-N0. X16673, Basenpaarl bis 554. ' 

Ein weiterer geeigheter konstitutiver Promotor ist der pds Promoter (Pecker et al. (1992) Proc. 

Natl. Acad. Sci USA 89: 4962-4866) Oder der "RuWsco small subunit (SSU)'-Promotor 
20 (US 4,962,028), der LeguminB-Promotor (GenBank Acc.-Nr. X03677), der Promotor der Nopa- . 
- ilnsynthase aus Agrobacterium, derTR-Doppelpromotor, der OCS (Octopin- Synthase) Promotor 

aus Agrobacterium. der Ublquitin Promotor (Holtorf S et al. (1 995) Plant Mol Biol 29:637-649), 
' der Ublquitin 1 Promotor (Christensen et al. (1992) Plant Mol Biol 18:675-689; Bruce et al. 

(1989) Prbc Natl Acad Set USA 86:9692-9696), der Smas Promotor, der Cinnamylalkoholde- 
25 hydrogenase-Promotor (US 5,683,439), die Promotoren der vakuolarer ATPase Untereinheiten 

oder der Promoter eines prolinrelchen Proteins aus Weizen (WO 91/13991), der Pnit-Rromoter 

(Y07648.L, Hillebrand etal. (1998), Plant WloL Biol. 36, 89-99, Hillebrand etal. (1996), Gene. 

170, 197-200) sowie weitere Promotoren von Genen.'deren kohstitutiye Expression in Pflanzen 

dem Fachmann bekannt ist 

Die Expresslonskassetten konnen auch einen chemisch Induzierbaren Promotor enthalten (0- 
bersichtsartikel: Gate et al. (1997) Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 48:89-108), durch den 
die Expression des Ketolase-Gens in der Pflanze zu einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert 
werden kann. Derartige Promotoren, wie z.B. der PRP1 Promotor (Ward et al. (1993) Plant Mol. 
35 Biol 22:361-366), ein durch SalicylsSure induzierbarer Promotor (WO 95/1 9443), ein durch Ben- 
zdlsulfonamid-induzierbarer Promotor (EP 0 388 186), ein durch Tetrazyklin-induzierbarer Pro- 
motor (Gatz et aL (1992) Plant J 2:397-404), ein durch Absdsi'nsaure induzierbarer Promotor 
(EP O 335 528) bzw. ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon-induzierbarer Promotor (WO 
93/21334) konnen ebenfalls verwendet werden. 



30 
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Ferner sind Promotoren bevorzugt, die durch btotischen oder abiotischen Stress induziert wer- 
den wie beispieisweise der pathogen-induzierbare Promotor dee PRP1-Gens {Ward etal. (1993) 
Plant Mol Biol 22:361-366), der hitzeinduzierbare hsp70- oder hspBO-Promoter aus Tomate (US 
5 5,187.267), der kaiteinduzierbare alpha-Amylase Promoter aus der Kartoffei (WO 96/12814). 
der lichMnduzierbare PPDK Promotor oder der vetwundunQsinduzierte pinll-Promoter 
(EP378091). 

Pathogen-indiizierbare Promotoren umfassen die von Genen, die infoige.eines Pathogenbefalls 
10 induziert werden wie beispieisweise Gene von PR-Proteinen. SAR-Proteinen, b-1 ,3-Glucanase. 

Chitinase usw. (beispieisweise Redolfl etal. (1983) Neth J Plant Pathol 89:245-254; Uknes, et 

el. (1 992) The Plant Ce«4:64S-656: Van Loon (1985) Plant Mol Viral 4:1 1 1-116; Marineau et al. 

(1987) Plant-Mol Biol 9:335-342; Matton et al. (1987) Molecular Plant-Microbe Interactions 

2:326^342; Somssich et al. (1986) Proc Natl Acad Sci USA 83:2427-2430; Somssieh et al. 
1 5 (1988) Mol Gen Genetics 2:93-98; Chen et al. (1996) Plant J 10:955-966; Zhang and Sing. 

(1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:2507-2511; Warner, etal. (1993) Plant J 3:191-201; Siebertz 

etal. (1989) Plant Cell 1:961-968(1989). 

Umfesst sind auch verwundungsinduzierbare Promotoren wie der des pinll-Gens (Ryan (1990) 
20 Ann Rev Phytopath 28:425-449; Duan et al. (1 996) Nat Biotech 14:494-498), des wun1 und 
wun2-Gens (US S.428,148), des Wln1- und win2^Gens (Stanford etal. (1989) Mol Gen Genet 
215:200-208), des Systemin-Gens (McGuri et al, (1992) Science 225:1570-1573), des WIP1- 
Gens (Rohmeier et al. (1993) Plant Mol Biol 22:783-792; Ekelkamp et al. (1993) FEBS Letters 
323:73-76),des MPI-Gens (Corderok et al. (1994) The Plant J 6(2):141-160) und dergleichen. 

WeRere geeignete Promotoren sind beispieisweise fruchtrelfung-spe?ifisc.he Promotoren, wie 
beispieisweise der fruchtreifung-speztfische Promotor aus Tomate (WO 94/21794. EP 409 626). 
Entwicklungsabhangige Promotoren schtieftt zum Tell die gewebespezlflschen Promotoren e.n, 
da die Ausblldung einzelner Gewebe naturgemaB entwicklungsabhangig erfolgt. 



Weiterhin sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt die die Expression in Geweben oder 
Pflanzentetten sicherstellen, in denen beispieisweise die Biosynthese von Ketocarotinoiden bzw. 
dassen Vorstufen stattfindet Bevorzugt sind beispieisweise Promotoren mit Speztfitaten for die 
Antheren, Ovarien. Petalen. Sepalen, BlOten, Blatter, Stengel, Samen und Wurzeln und Kombi- 
35 " nationen hieraus. 

Knollen-. Speicherwurzel- Oder Wurzel-spezifische Promotoren sind beispieisweise der Patatin- 
Promotor Wasse I (B33) oder der Promotor des Cathepsin D Inhibitors aus Kartoffei. 
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Blattspezifische Promotoren sind beispielsweise der Promotor der cytosollscher. FBPase aus 
Kartoffe. (WO 97/05900). der SSU Promoter (small subunit) der Rubiseo <Rlbulose-1.5- 
blsphosphatcartoxyiase) Oder der ST-LSl Promoter aus Kartoffel (Stockhaus et al (1989) EM- 
BO J 8:2446-2451). 

5 " ■ " 

BIQtenspezifische Promotoren sind beispielsweise der Phytoen-Synthase Promotor (WO 
92/16635) oder der Promotor des P-rrGens (WO 98/22593). der APS Promoter aus Arabi- 
dopsis thatiana (slehe Beisplel 5), der CHRC-Promoter (Chromoplast-speciflc carotenoid- 
associated protein (CHRC) gene promoter aus Cucumis satlvus Acc.-No. AF099501 . Basenpaar 

10 1 bis 1532), der EPSP Synthase Promotor (5^nolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase gene 
promoter aus Petunia hybrida, Acc-No. M37029. Basenpaar 1 bis 1788). der PDS Promotor 
(Phytoene desaturase gene promoter aus Solanum lycoperslcum. Acc-No. U46919. Basenpaar 
1 bis 2078), der DFR-A Promotor (Dihydroflavonol 4-reductase gene A promoter aus Petunia 
hybrida. Acc.-No. X79723. Basenpaar 32 bis 1902) oder der FBP1 Promotor (Floral Binding 

15 Protein 1 gene promoter aus Petunia hybrids, Acc.-No.L101 15, Basenpaar 52 bis 1069). 

Antheren-spezifische Promotoren sind beispielsweise der 5126- 

Promotdr (US 5.689,049, US 5,689,051). der glob-l Promotor oder der g-2ein Promoter. 

20 Samen-spezifische Promotoren sind beispielsweise der ACP05-Promotor (Aoyl-carrier-Protein- 
Gen, W09218634), die Promotoren AtS1 und AtS3 von Arabidopsis (WO 9920776). der LeB4- 
Promotor von Vfda faba (WO 9729200 und US 064O3371), der Napin-Promotof von Brassica 
napus (US 5608152; EP 255378; US 5420034).der SBP-Promotor von Viola faba (DE 9903432) 
oder die Maispromotoren Endl und End2 (WO 001 1 177). 

26 . 

Weitere zur Expression in Pflanzen geeignete Promotoren sind besohrleben in Rogers et al. 
(1987) Meth in Enzymol 153:253-277; Scbardi et al. (1987) Gene 61:1-11 und Berger etal. 
(1 989) Proc Natl Acad Sol USA 86:8402-8406). 

30 Besonders bevorzugt Im erfindungsgemaBen Verfahren sind konstitutive, samenspezifische, 
fruchtepezifische. blOtenspeziflsche und insbesondere biutenblattspezifische Promotoren. 

Die vorliegende Erfindung betriffi daher insbesondere eln Nuklelnsaurekonstrukt, enthaltend 
funktlonell verknopft einen Wutenspezifischen oder insbesondere einen biotenblattspezlfischen 
35 Promotor und eine Nukleinsaure. kodierend eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz'durch Substitution. Insertion oder Deletion von 
Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureeba- 
ne mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 
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Die Hersteilung einer Expressibnskassette erfblgt vorzugswe&e durch Fusion eines geelgneten 
Promoters irfrt einer vorstehend beschrieberien NukleinsSure, kodierend elne Ketoiase, und 
vorzugsweise einer zwischen Promotor und NukleinsSure-Sequenz inserlerten NuWeinsaure, die 
fDr ein piastidenspeziflsches Transitpeptid kodiert, sowie einem Poiyadenyiierungssignal nach 
5 gSngigen Rekombinations- und Kionierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Manlatis, 
E.F. Fritsch und J. Sambrook, Moiecuiar Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in TJ. Silhavy, M.L. Berman und 
LW. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, NY (1984) und in Ausubei, F.M. et aL, Current Protocols in Molecular Biology, Green© 
10 Publishing Assoc and Wlley-interscience (1987), beschrieben sind. 

Die vorzugsweise insertierte Nukleinsauren, kodierend ein plastidares Transitpeptid, gewahriels- 
ten die Lokalisatiort in Plastiden und insbesondere in Chromoplasten. 

Es konnen auch Expressionskassetten verwendet werden, deren NukleinsSure-Sequenz fQrefn 
Ketoiase-Fusionsprotein kodiert, wobei ein Tell des Fusionsproteins eln Transitpeptid 1st das 
die Translokation des Polypeptides steuert Bevorzugt sind for die Chromoplasten spezifische 
Transitpeptide, weiche nech Translokation der Ketolase in die Chromopiasten vom Ketoiase- ' 
Teil enzymatfsch abgespaiten werden. 

.* 

Insbesondere bevorzugt fet das Transitpeptid, das von der plastidaren Nicotiana tabacum 
Transketolase Oder einem anderen Transitpeptid (z.B. dem Transitpeptid der Wetnen Unterein- 
heit der Rubisco (rbcS) Oder der Ferredoxin NADP Oxidoredgktase a!s auch der Isopentenyipy- 
rophosphat lsomerase-2) oder dessen funktionellem Aquivaient abgeieitet 1st 

Besonders bevorzugt sind NukleinsSure-Sequenzen von drei Kassetten des Plastiden- 
Transitpeptfds derplastidSren Transketojase au$ Tabak in drei Leserastemais Kpnl/BamHI 
Fragmente m it einem ATG-Codon in der Ncol Schnittstelle: 

pTP09 

Kpnl_GGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTCACTCT 
TCCCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTQTTCTCAACTTTCCCCTTCTTCTCT- 
CACTnTTCCGGCCTTAAATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCG- 
TACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGTCGTAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCT- 
CAGCTGCAACCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCGGGATCC.BamHI 

PTP10 
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Kpnl^GGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTCACTCTCTCTCMGCTATCCTCTCTCGTTCT^ 
TCCCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTTbTTCTCT- 

rCCGGCCTTAAATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCG- 



CAC 



TACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCGGTCGTAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCT- 
CAGCTGCAAGCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCGGTGGATCC^BamHl 



pTP1 1 

Kpnl_GGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTC^^ 
10 TCCCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTTCTTCTCT- 

CACTTTTTCCGGCCTTAAATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCG- 

TACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGTCGTAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCT- 

CAGCTGCAACCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCGGGGATCCJamHI 



15 
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•Weftene Berspiefe far ein plastidSres Transitpeptid sind das Transitpeptid der plastldsren Isopen- 
tenyl-pyrophosphat lsomerase-2 (\PPr2) aus Arabisopsis thaliana und das Transitpeptid der 
kteinen Untereinheit der Ribulosebtephosphat Carboxylase (rbcS) aus Erbse (Guerlneau, F, 
Woolston, S, Brooks. L, Mulllneaux, P (1988) An expression cassette for targeting foreign prote- 
ins snto the chloroplasts. NucL Acids Res. 16: 11380). 

Die erfindungsgemaoen Nuklelnsauren kOnnen synthettech hergestellt Oder natortich gewonnen 
seiri oder eine Mlschung aus synthefischen und natorllchen Nukl^nsaure-Bestandteilen enthal- 
ten, sowie aus verschiedenen heterologen Genabschnftten verschiedener Organlsmen beste- 
hen. 

Bevorzugt sind, wle vorstehend beschrieben, synthetisohe Nukleotid-Sequenzen mit Kodons, die 
von Pfianzen bevoizugt werden, Dlese von Pflanzen bevorzugten Kodons kOnnen aus Kodons 
mit der hftchsten ProteinhSufigkeit bestimmt werden, die In den meisten interessanten Pflanzen- 
spezies exprtmtert werden. 



Bel der Preparation elner Expresslonskassette kOnnen verschiedene DNA-Fragmente manipu- 
llert werden, urn eine Nukteotfd-Sequenz zu erhalten, die zweckmaGigerwetee In der korokten 
Richtung liest und die mlt elnem korrekten Leseraster ausgestattet fst Far die Verbindung der 
DNA-Fragmente rniteinander kOnnen an die Fragmente Adaptoren oder Linked angesetzt wer- 
35 den. ' 



ZweckmaSigerweise kOnnen die Promoter- und die Terminator-Regibnen in Transkriptionsrich- 
tung rnit einem Linker oder Polylinker, der eine oder mehrere Restrlktionsstellen far die Insertion 
dteser Sequenz enthalt, versehen werden. In der Regel hat der Linker 1 bis 10, melstens 1 bis 8, 
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vorzugsweise 2 bis 6 Restriktionsstelteri. Im allgemeinen hat der Unker inhemalb der regulatori- 
schen Berefehe eine GrtJSe von weniger als 100 bp. haufig weniger als 60 bp, mind ^^ 
doch 5 bp. Der Promoter kann sowohl nativ bzw. homolog als auch fremdartig bzw. heterolog 
• zu rVvlrte,rfa.tze S ein,Die^^ 

5 Transkriptionsrfchtung den Promoter, eine kodlerende Nukleinsauresequeriz oder eln Nuklein- 
saurekonstrukt und eine Region for die transkriptionale Termination. Verschledene Termlnati- 
onsberelche sind gegeneinander beliebig austauschbar. 

Beispiele tor einen Terminator slnd der 35S-Terminator (Guerineau at al. (1988) Nucl Adds Res. 
1.0 16- 1 1380). der nos Terminator (Depicker A, Stachei S. Dbaese P, Zambryski P, Goodman HM. 
Nopaiine synthase: transcript mapping and DNA sequence. J Moi Appl Genet 1 982.1 <6):561 -73) 
Oder der ocs Terminator (Gielen. J, de Beuckeleer. M. Seurinck. J, Debroek, H, de Greve, H, 
Lemmers. M, van Montagu, M, Schell/j (1984) The complete sequence of the TL-DNA of the 
Agrobacterium tumefeciens plasmid pTiAchS. EMBO J. 3: 835-846). 

Femer kdnnen Manipulationen, die passende Restriktionsschnittstellen bereitstelien oder die 
pberflossige DNA oder Restriktionsschnittstellen enttemen, eingesetzt garden. Wo Insertionen. 
Detetlonen oder Substttutionen wie z.B. Transitionen und Transversionen in,Frage kommen, 
konnen In v«ro-Mutagenese, "primer-repair*, Restriction oder Ligation verwendetwerden. 

Bel geeigneten Manipulationen, wie Z.B. Restriktion. "chewjng-back" oder Auffullen von Ober- 
hangen fQr "biuntends", konnen komplemerrtare Enden der Fragmente for die Ligation zur Ver- 
fOgung gestellt warden. 

25 Bevorzugte Polyadenylierungssignale slnd pflanzliche Polyadenylierungssignale, vorzugsweise 
solche, die im wesentlichen T-DNA-PolyadenyRerungssignale aus Agrobacterium tumefeciens, 
insbesondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) des Ti-Plasmids pT1ACH5 entepre- 
chen (Gielen etaL, EMBO J. 3 (1984), 835" ff) oder fonktionelle Aqulvalente. 

30 Die Obertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pflanze wird als Transformation be» 
zeichnet . 

Dazu konnen an sich bekannte Methoden zur Transformation und Regeneration von Pflanzen 
aus Pflanzengeweben oder Pflanzenzellen zur transienten oder stabilen Transformation genutzt 
35 werden. 

Geeigriete Methoden zur transformation von Pflanzen sind die Protoplastentransformation 
duroh PolyethylenglykoHnduzlerte.DNA-Aufnahme, das biolistische Verfehren mltder Genkanc- 
ne - die sogenannte "particle bombardment" Methode, die Etektroporatlon, die Inkubattan trp- 



20 
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' ckener Embryonen in DNA-haltiger Uteung. die Mikrolnjektion und der, vorstehend beschriebe- 
ne, durch Agrotxcterlum vermittelte Gentransfer. Die genannten Verfahren sind basp^e 
in B. Jenesetal.. Techniques for Gene Transfer, in: Transgenip P.ants, VoJJ 
Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press (1993). 128-143 sowe in 

5 Potrykus. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205-225) beschrieben. 

Vorzugswelse wird das zu exprimlerende Konstrukt in einen Vektor kloniert der geeignet ist 
Agrobacterlum tumefacienszu transformieren. beispielsweise P Bln19 (Sevan et al., NucL Acids 
•' ' Res ; .12 (1984), 871 1) Oder besonders bevorzugt P SUN2. pSUN3. pSUN4 oder pSUNS (WO 
10 02/00900). 

Miteinem Expresstonsplasmid transfbrmierte Agrobakterien konnen in bekannterWeisezur 
Transformation von PAanzen verwendet werden. Z.B. indem verwundete Blatter oder Blattstucke 
in einer Agrobakterienlosung gebadet und anschlteGend in geeigneten Medien kultlviert werden. 



15 





Zur bevorzugten Heretellung von genetisch veranderten PHanzen, im folgend'en auch transgene 
Pflanzen bezeichnet, wird die fusionierte Expressionskassette, die eine Ketolase exprimlert, in 
einen Vektor, beispielsweise pBinlQ oder. insbesondere pSUNS und pSUN3 kloniert. der geeig- 
net 1st, in Agrvbacterium tumefaotens transformiert zu werden. Mit einem soichen vektor trans- 
20 formiertB Agrobakterien konnen dann In bekannter Weise zur Transformation von Pflanzen, 
insbesondere von Kulturpflanzen verwendet werden, indem beispielsweise verwundete Blatter 
Oder BlattstQcke in einer Agrobakterienlosung gebadet und anschliefiend in geeigneten Medien 
kultlviert werden. 

25 Die Transformation von Pflanzen durch Agmbakterien ist unter ariderem bekannt aus F.F. Whi- 
te, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in Transgenic Plants. Vol. 1 , Engineering and 
Utilization.herausgegeben von S T D. Kung und R. Wu, Academic Press, 1993, S. 15-38. Aus den 
transformierten Zelten der verwundeten Blatter bzw. BlattstQcke konnen in bekannter Wei- 
se transgene Pflanzen regeneriert werden.'die ein in die Expressionskassette integriertes Gen 

30 fQr die Expression einer Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase. enthalten. 

Zur Transformation einer Wirtspflanze mit einer for eine Ketolase kodlerenden Nukleinsaure 
wird eine Expressionskassette als Insertion in einen rekombinanten Vektor eingebaut, dessen 
Vektor-DNA zusatzllche ftinktionelle Regulationssignale, beispielsweise Sequenzen fur Replika- 
35 tion oder Integration enthait Geelgnete Vektoren sind unter anderem In "Methods in Plant Mole- 
cular Biology and Biotechnology" (CRC Press). Kap. 6/7, S. 71-1 19 (1 993) beschrieben. 

Unter Veiwendung der oben zttterten Rekombinations- und Klonierungstechniken konnen die 
Expressionskassetten fn geeigriete Vektoren kloniert werden. die ihre vermehrung, belsplels- 
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weis&in B co//, ermfiglichen. Geeignete Klonlerungsvektoren sind u.a. pJlT117 (Guerineau et 
ai. (1988) NucL Acids Res,16 :1138Q), pBR332, pUC-Serten, M13mp-Serien und pACYC184. 
Besonders geeignet sind toinare Vektoren, die sowohl in E coli als auch in Agrobakterien repii- 
zieren kOnnen. ' 

5 

Im fblgenden wlrd die Herstellung der erfindungsgemflUen gentisch veranderten Mikroorganis- 

i 

men naher beschrleben: 

Ore vorstehend beschriebenen Nuklelnsauren, kodierend elne Ketolase oder (3-Hydroxyiase oder 
10 (Ktyciase sind vorzugswelse fn Expressionskonstrukte eingebaut, enthaftend unter der genetl- 
sehen Kontrolle regulativer NukJeinsauresequenzen elne fQr ein erfindungsgemafces Enzym 
kodlerende NukleinsSuresequenz; sowie Vektoren, umfessend wenigstens elnes dieser Expres- 
slonskonstrukte. 

15 Vorzugswelse umfassen solche ertlndungsgemafien Konstrukte S'-stromaujwarts von der jewei- 
ligen kodlerenden Sequenz einen Promoter und 3'-stramabwarts eine Termlnatoraequenz sowie 
gegebenenfelte weitere Gbliche regulative Elemente, und zwar jeweils operativ verknQpff mit der 
kodlerenden Sequenz, Unter elner "operativen Verknopfung" versteht man die sequentielle An- 
ordnung von Promotor, kodlerender Sequent Terminator und gegebenenfalls welterer regulati- 

20 ver Element© derart, dass jedes der regulativen Elemente seine Funktion bei der Expression der 
kodlerenden Sequenz bestimmungsgemau erfuilen kann. 

Beispiele far operativ verknopfbare Sequenzen sind Targeting-Sequenzen sowie Translatlons- 
verstarker, Enhancer, Polyadenylierungssignale und dergleichen. Weltere regulative Elemente 
umfassen selektierbare Marker, Ampiifikattonssignale, RepllkatfonsursprQnge und dergleichen. 



25 



Zusatzllch zu den artifeiellen. Regulatfonssequen^en kann die natOriiche Regulaiionssequenz 
vor dem eigentlichen Strukturgen noch vortianden eeln. Durch genetlsche Veranderung kann 
dlese natOriiche Regulation gegebenenfells ausgeschaltet und die Expression der Gene erhfiht 

30 oder erniedrigt werden. Das Genkonstrukt kann aber auch einfacher aufgebaut sein, das heiRt 
es werden kelne zusatzlichen Regulationssignale vor das Strukturgen insertiert und der natGfli- 
che Promoter mit seiner Regulation wfrd nlcht entfemt statt dessen wfrd die natOriiche Regula- 
tlonssequenz so mufert, dass kelne Regulation mehr erfblgt und die Genexpress'fon gesfeigert 
oder verringert wfrd. Die NukleinsSuresequenzen kOnnen In elner oder mehreren Koptert fm 

3S Genkonstrukt enthalten sein. 

Beieplele for brauchbare Pnomotoren in Mikroorganlsmen sind: cos- T tao, trp-, tet-, twet-, lp^, 
lac-, ipp^ac-, laclq-, T7-, T5-, gal-, tro, ara-, SPth lambda-PR~ oder im lambda^L- ' 
Promoter, die yorteilhafterwelse in gram-negativen Bakterien Anwendung finden; sowie die 
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gram-posith/en Promotoren amy und SP02 Oder die Hefepromotoren ADG1 , MFa , AC, P-60, 
CYC1, GAPDH. Besonders bevorzugt 1st die Veiwendung induzierbarer Promotoren, wie z,B. 
licht- und insbesondere temperaturinduzierbarer Promotoren, wie der P r P r Promotor. 

5 Prinziplell kbnnen aite natQrilchen Promotoren mit ihren Reguiationssequenzen verwendet wer- 
den. DarUber hinaus kOnnen auch synthetische Promotoren vorteilhaft verwendet warden. 

Die genannten regulatorischen Seqiienzen sollen die gezlelte Expression der Nuklefnsaurese- 
. quenzen und die Proteinexpression ermdgiichen. Dies kann belspielsweise Je nach Wirtsorga- 
1 0 nlsmus bedeuten ( dass das Gen erst nach Induktion exprimiert oder Qberexprimiert wird . oder 
dass es sofort exprimiert und/oder Qberexprimiert wird. 

. Die reguiatorischen Sequenzen bzw. Faktoren kdnnen dabei vor^ugsweise die Expression posi- 
tiv beefnflussen und dadurch erhfihen oder emiedrigen. So kann eine Versterkung der regulate- 
1 5 rischen Eiemente vorteilhafterweise auf der Transkrtpflonsebene erfolgen, indem starke 
Xranskriptionssignate wie Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet werden. Daneben tst 
- aber auch eine Verstarkung der Translation mOglich, indem beispielsweise die Stability der 
mRNA verbessert wind. 

20 Die Hersteilung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion eines geeigneten Promotors mit 
den voretehend beschriebenen Nukleinsauresequenzen, kodierend eine Ketolase, p- 
Hydrbxylase Oder JJ~Cyclase sowie einem Terminator- oder Polyadenyllerungssignal. Dazu ver- 
wendet' man gSngige Rekombinations- und Klonierungatechniken, wie sie beispielsweise in T. 
Manlatis, £F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Cold Spring 
25 Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in TJ. Siihavy. M.L. Berman und LW; f 
Enqulst, Experiments with Gene Fusions, Coid Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
NY (1984).und in Ausubel, F.M, et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing 
Assoc. and Wiley Intersdence (1 987) beschrieben sind. , 

30 Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Gerikonstrukt wird zur Expression in einem ge- 
eigneten Wirtsorganismus vorteilhafterweise in einen wirtsspezifischen Vektor insertiert, der eine 
optlmale Expression der Gene im Wirt ermoglicht Vektoren sind dem Fachmann wohl bekannt 
und konnen belspielsweise aus "Cloning Vectors' 1 (Pouwels P. H. et al., Hrsg, Elsevier, Amster- 
dam-New York-Oxford, 1985) entnommen werden. Unter Vektoren sind aufter Plasmiden auch 
35 al2e anderen dem Fachmann bekannte Vektoren, wie belspielsweise Phagen, Vfren, wie SV40, 
CMV, Baculovirus und Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, Phasmlde, Cosmide, und' llneare 
oder arkuiare DNA zu verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsorganismus replh 
zi^rt Oder chromosomal replteert werden. 
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AJs Beispiele fQr geeignete Expressionsvektoren kSnnen genannt werden: 

Ofaliche Fusionsexpressiorisvektoren, wie pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B. und John- 
son, K.S- (1968) Gene 67:31-40), pMAL (New England Biolabs. Beverly, MA) und pRiT 5 
5 (Pharmacia. Piscataway, N J), bei denen Glutathion-S-Transferase (GST), Maltose E-blndendes 
Protein bzw. Protein A an das rekombinante Zielprotein fusioniert wird. 

NicM-Fusionsprotein-Expressionsvektoran wle pTrc (Amann et al., (1988) Gene 69:301-315) 
■ und pET 1 1d (Studier et al. Gene Expression Technology: Methods In Enzymology 185, Aca- 
10 demic Press, San Diego, KalHbmien (1990) 60-89) Oder pBluescript und pUC-Vektoren. 

Hefe-Expressionsvektor zur Expression in der Hefe S. cemvislae , wie pYepSed (Baldari et ah, 
(1987) Embo J. 6:229^234), pMFa (Kuijan und Herskowitz (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 
(Sohultz et ai. (1987? Gene 54:113-123) sowie pYES2 (Invitragen Corporation, San Diego, CA). 

15 

Vektoren und Verfahren zur Konstruktion von Vektoren, die sich zur Verwendung in anderen 
Piizen, wle filamentOsen Pilzen, eignen, umfassen diejenigen, dfe eingehend beschrieben sind 
in: van den Hondel, C.A.MJJ. & Punt, P:J. (1991) "Gene transfer systems and vector develop 
ment for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of Fungi, J.F. Peberdy et al., Hrsg., S. 
20 1-28, Cambridge University Press: Cambridge. 

Bacuiovirus-Vektoren, die zur Expression von Proteinen in gezGchteten Insektenzellen (bspw. 
Sf9-2elien) verftigbar sind, umfassen die pAc-Reihe (Smith et al., (1983) Mol. Ceil Biol.. 3:2156- 
2165) und die pVL-Reihe (Lucklow und Summers (1989) Virology 170:31-39). 

25 

Wertere geeignete Expresslonssysteme fbr prokaryonttsche und eukaryotische Zellen sind In 
Kapitel 16 und 17 von Sambrook, J M Fritsch, E.F. und Maniatis, T., Molecular cloning: A Labora- 
tory Manual, 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
CoJd Spring Harbor, NY, 1989 beschrieben. 

30 

Mit Hilfe der erfindungsgema&en Expressionskonstrukte bzw. Vektoren sind genetisch veran- 
derte Mikroorganlsmen herstellbar, welche beispielsweise mit wehigstens einem erfindungsge- 
ma&en Vektor transformiert sind. 

35 VorteHhafterweise werden die obsn beschriebenen erfindungsgemaOen rekombfnanten Kon- 
strukte in ein geeignetes Wirtssystem eingebracht und exprimiert. Dabei werden vorzugsweise 
dem Fachmann bekannte geiaufige Klonierungs- und Transfektionsmethcden, wie beispielswei- 
se Co-Prdzipitation, Protoplastenfiision, Elektroporation, retrovirale Transfektion und derglel- 
chen, verwendet, urn die genannten NuWeins^uren im jeweiligen Expressionssystem zur Ex- 
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. presston zu bringen. Geeignete Systems Werden belspietsweise in Current Protocols in Molecu- 
lar Biology, F. Ausubel etal., Hrsg.. WBey Interscience. New York 1997, beachrleben. 

Die Selektion erfblgreich transformierter Organismen kann durch Markergene erfblgen, die e~ 
5 benfalls im Vektor Oder In der Expressfanskassette enthalten sind. Belsplele fur solche Marker- 
gene sind Gene fQr Antibtotikaresistenz und fur Enzyme, die eine farbgebende Reaktion kataly- 
sieren, die eln Anfarben der transformierten Zelle bewirkt Diese konnen dann mittels automati- 
, scherZellsorterungselektiertwerden. 

10 Erfblgreich mtt einem Vektor transformiefte Mlkrporaanlsmen, die eln en'tsprechendes Antibioth 
karesistenzgen (z.B. G41 8 oder Hygromycin) tragen. lassen sich durch entsprechende Antiblotl- 
ka-enthaltende Medten oder Nahrbflden selekfleren. Markerproteine, die an der Zelloberflache 
prasenttert werten,' konnen zur Selektion mittels Affinitatschromatographie genutzt werden. 

15 Die Komblnatlon aus den Wlrtsorganismen und den zu den Organismen passenden Vektoren, 
Wie Plasmlde, Viren Oder Phagen, wie beisplelsweise Plasmide mit dem RNA- 
Polymerase/Promoter-System, die Phagen 8 oderandere.temperente Phagen oder Transpo- 
sons und/oderweiteren vorteilhaften regulatorischen Sequenzen bildetein Expressionssystem. 

20 Die Erfindung betrifft ferner eln. Verfahren zur Herstellung von genetisch veranderten Organis- 
men, dadurch gekennzeichnet, das man ein Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend funktionel! ver- 
knQpftelnen Promotor und Nukleinsauren, kodierend elne Ketolase, enthaltend die Aminosaure- 
sequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder elne von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deleti- 
on von Amlnosauren abgeleitete Sequenz, die eine ldentitat von mlndestens 42 % auf Amlno- 
25 saureebene mit der Sequenz SEO ID. NO. 2 aufweist. und gegebenenfalls elnen Terminator In 
das Genom des Ausgangsorganismus oder extrachromosomal in den Ausgangsorganismus 
einfQhrt 

Die Erfindung betrifft ferner die genetisch verSnd'erten Organismen.wobei die genetische Ver- 
so Snderung die Aktivitat einer Ketolase 

A fQr den Fail, dass der Wiidtyporganismus bereite einfe Ketolase-AktMtat aufweist, ge- 
genOber dem Wildtyp erhdht und 

,35 6 fQr den Fall, dass der Wiidtyporganismus kelne Ketolase-AIctlvitatauiwelst, gegenQber 
dem Wlldtyp verursacht 

und die nach A erhohte oder nach B verursachte Ketolase-AktiviiSt durch elne Ketolase verur- 
sacht wird, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder elne von dieser Sequenz 
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dumb Substitution, insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz. die eine Iden- 
: «at von mindestens 42 % auf Aminoaaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufWeist 

Wie vorstehend ausgefuhrt erfblgt die Emohung oder Verursachung der Ketolase^ktivitatg* 
5 genober dam Wildtyp vorzugswdse durch elne Erhehung Oder Verursaohung der Genexpressi- 
on einer Nukleinsaure, Kodierend eine Ketolase. enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. 
NO 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Ammosau- . 
ran abgeleitete Sequenz. die eine Identitat von mindestena 42 % auf Aminoaaureebene mit der 
Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist 

In einer welter bevoizugten Ausfdhrungsform erfblgt, wie vorstehend ausgefuhrt, die Erhohung 
oder Verursaohung der Genexpresaion einer Nukleinsaura. kodierend eine Ketolasa, durch Eln- 
bringen Von Nukleinsauren. kodierend eine Ketolase. In die Pflanzen und damit vorzugswe.se 
dutch Qberexpiesslon odertransgene Expression von Nukleinsauren, kodierend elne Ketolase, 
enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2oder eine von dieser Sequenz durch Substi- 
tution, insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz. die elne Identitat von mln- 
destens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist 

t 

Die Erffndung betrifR femer einen genetisch veranderten Organismus, enthaltend mindestena 
•20 eine transgerie Nukleinsaure. kodierend eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ. ID.-NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution. Insertion Oder Deletion von 
Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebe- 
ne mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist Dies,ist der Fall, wenn der Ausgangsorganismus 
keine Ketolase oder eine endogen Ketolase aufweist und eine transgene Ketolase uberexpri- 
25 mtertwiid. 

Die Erfindung betrifft femer einen genetisch veranderten Organismus, enthaltend mindestens 
zwei endogene Nukleinsauren, kodierend eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, insertion oder Deletion von 
30 Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebe- 
ne mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist Dies 1st der Fall, wenn der Ausgangsorganismus 
' eine endogen Ketolase aufweist und die endogene Ketolase oberexprimlert wird. 

Besondera bevorzugte, genetisch veranderte Organismen weisen, wie vorstehend erwahnt, 
35 zusatzlich eine erhahte Hydroxlase-Aktivitat und/oder p-Cyclase-Aktivitat gegenober einem Wild 
. typorganismua auf. Welter bevonaigte Ausfuhrungsformen sirid vorstehend Im erfindungsgema- 
(len Verfahren beschrieben. 
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Unter Oiganismen werden erfindungsgeman vorzugsweise Organismen veretanden, dl© ate 
Wildtyp- Oder Ausgangsorganismen naturiicherweise oder durch genetlsche Komplementierung 
und/oder Umregulierung der Stoflwechsetwege In der Lage sind, Carotinoide, insbesondere 
Carotin und/oder Zeaxantftin und/oder Neoxanthin und/oder Vioiaxanthin und/oder Lutein herzu- 
stelten. 

Welter bevorzugte Organismen welsen als Wildtyp- Oder Ausgangsorganismen bereits eine 
Hydroxylase-Aktlvitat auf und sind somit als Wildtyp- oder Ausgangaorganlsmen in der Lage, 
Zeaxanthin hetzustellen. 

Bevorzugte Organismen slnd Pflanzen oder Mikroorganismen, wle beispielsweise Bakterien, 
Hefen, Algen oder Pllze. 



Als Bakterien kOnnen sowohl Bakterien veiwendet werden. die aufgrond des Einbringens von 
1 6 Genen der Carotinoidbiosynthese eines Carotinoid-produaeranden Organismus in der Lage 
sind, Xarthophyllezu synthetlsleren, wie beispielsweise Bakterien der Gattung Escherichia, die 
beispielsweise crt-Gene aus Etwinia enthatten. als auch Bakterien, die von slch aus in der Lage 
sind, Xanthophyllezu synthetisieren wie beispielsweise Bakterien der Gattung Erwfnfa. Agrobao-. 
terium. Flavdbaoterium, Alcaligenes. Paracoccus, Nostoc oder Cyanobakterien der Gattung 
20 Synechocystis. 

Bevorzugte Bakterien sind Escherichia coli, Bwinia herbicola, Eiwinia uredovora, Agrobacterium 
surantiacum, Alcaligenes sp. PG-1, Flavobacterium sp. strain R15?4, das Cyanobacterium Sy- 
nechocystis sp. PCC6803, Paracoccus marcusii oder Paracoccus carotinifaclens. 

25 

Bevorzugte Hefen sind Candida, Sacoharofnyces t Hansanula, Pichia Oder Phaffia. Besonders 
bevorzugte Hefen sind Xanthophyllomyces dendrorhous oder Phaffia rhodozyma. 

Bevorzugte Ptlze sind Aspergillus. Trichodarma, Ashbya, Naumspora, Blakeslea, Phycomyces, 
30 Fusarium oder weitere in Indian Chem, Engr. Section B, Vol. 37, No. 1 1 2 (1995) auf Seite 15, 
TabelJe 6 beschriebene Pilze. 

Bevorzugte Algen sind GrOnalgen, wie beispielsweise Algen der Gattung Haematococous. . 
'Pha&dactylum trlcomatum, Volvox oder Dunatiella* Besonders bevorzugte Algen slnd Heemato- 
35 coccus puviafis oder Dunallelta bardawfl. 

Weitere brauchbare Mlkroorgantemen und deren Herstellung zur DurchfOhrung des erfindungs-- 
gema&en Vermhrens sind beispielsweise aus der DE-A-199 16 140 bekannt, worauf hiermit 
Bezug genommen wlrd. 
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Besonders bevorzugte Pflanzen sind Pflanzen ausgewahlt aus den Familien Ranunculaceae, 
Berberidaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, Unaceae, Vitaceae, Bras- 
sicaceae. Cucurbitaceae. Primulaceae. Caryophyllaceae. Amaranthaceae, Gentlanaceae, Ge- 
5 raniaceae. Caprifoliaceae, Oleaceae. Tropaeclaceae, Solanaceae, Scrophulariaceae. Astera- 
ceae. LIHaceae, AmaryiHdaceae, Poaceae, Orchldaceae, Malvaceae, IIHaceae Oder Lamiaceae. 

Ganz besondei* bevorzugte Pflanzen sind ausgewahlt aus der Gruppe der Pfianzengattungen 
Marigold, Tagetes onsets, Tagetes patula, Acacia, Acpnitum, Adonis, Arnica, Aqutlegla, Aster. 

10 Astragalus, Bignonia, Calendula, Caltha, Campanula, Canna, Centaurea, Chelranthus, Chrysan- 
themum, Citrus, Crepis f Crocus, Curcurbita, Cytlsus, Detonia, Delphinium, Dlanthus, Dh 
morphotheca, Doronicum, Eschscholtzia, Forsythla, Fremontia, Gazania, Gelsemlum, Genista. 
Gentians, Geranium, Gerbera, Gaum, Grevillea. Hetaniurp, Helianthus, Hepattca, Heracleum, • 
Hisblscus, Hetiopsis, Hypericum, Hypochoeris, Impatiena. Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum. 

15 Lathyrus, Leontodon, Uium, Unum, Lotus, Lycoperslcon, Lysimachia, Maratla, Medicago, Mimu- 
lu$, Narcissus, Oenothera, Osmsnthua, Petunia, Photinia, PhysaJls, Phyteuma, Potentilla, Pyre- 
cantha t Ranunculus. Rhododendron, Rosa, RudbecKSa, Senecio, Silene, Silphium, Sinapsis, 
Sortous, Spartium, Tecoma, Torenia, Tragopogon, Trollius. Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulax, 
Viola oder Zinnia, besonders bevoisugt ausgewahlt aus der Gruppe der Pfianzengattungen Ma- 

20 rigo.ld, Tagetes erecta, Tagetes patula, Lycoperslcon, Rosa, Calendula,. Physalis, Medicago, 
Helianthus, Chrysanthemum, Aster, Tulipa, Narcissus, Petunia, Geranium, Tropaeolum Oder 
Adonis. i 

*3anz besonden* bevorzugte genetisch veranderte Pflanzen slnd ausgewahlt aus den Pflanzen- 
25 gattungen Marigold, Tagetes erecta, Tagetes patula, Adonis, Lycoperslcon, Rosa, Calendula, 
Physalis, Medicago, Helianthus. Chrysanthemum. Aster, Tulipa, Narcissus, Petunia, Geranium 
Oder Tropaeolum, wobei die genetisch veranderte Pflanze mindestens elne transgene Nuklein^ 
sau/e. kodlerend elne Ketolase, enthalt 

30 Die transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut sowie deren Pflanzenzelien, -gewebe oder- 
taiie> Insbesondere deren FrOchte, Samen, BlQten und Blutenblattar sind ein weiterer Gegens- 
tand der vorliegenden Erflndung. 

Die genetisch verfinderten Pflanzen konnen, wie vbrstehend beschrieben, zur Herstellung von 
35 Ketocarotlnoiden, Insbesondere Astaxanthln verwendet warden. 

Von Menschen und Tieren verzehrbare erfindungsgemSRe, genetisch veranderte Organismen, 
Insbesondere Pflanzen oder Pflanzenteile, wie insbesondere Blatenblatter miterhohtem Gehatt 
an Ketocarotlnoiden, insbesondere Astaxanthln kOnnen auch beispfeisweise dlrekt Oder nach 
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an sich bekannter Prozessiemng als Nahrungsmittel oder Futtermittel Oder als Fuller- und Nan- 
rungserganzungsmittel verwendet werden. 

Ferner tonnen die genetisch verSnderten Organismen zur Herstellung von Ketocarotinoid- 
haitigen Extrakten der Organismen und/cder zur Herstellung von Futter- und Nahrungeergan- 
zungsmlttelnverwehdet warden. 

Die genetisch veranderten Organismen weisen Im Vergleich zum WHdtyp elnen erhahten Gehalt 
an Ketocarotinoiden auf. 

Unter einem erh&hten Gehalt an Ketocarotinoiden wird in der Regel ein erhflhter Gehalt an Ge- 
samt-Ketoc^rotinoid verstenden. 

Unter elnem erhdhten Gehalt an Ketocarotinoiden wird aber auch insbesondere eln verSnderter 
15 Gehalt der bevorzugten Ketocarotinoide verstanden, ohne dass zwangslaufig der Gesamt- 
Carofinoidgehalt erhoht sein muss. 

In elner besonders bevoizugten Ausftshrungsform weisen die erfindungsgemaBen, genetisch' 
veranderten Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp elnen erh&hten Gehalt an Astaxanthin auf. 

20 

Unter einem erhBhten Gehalt wird in diesem Fall aufch ein verursachter Gehalt an Ketocarotinoi- 
den, bzw. Astaxanthin verstanden. 

Die Erfindung betrifft ferner die neuen Ketolasen sowie die neuen Nukleinsauren, die diese 
25 kodieren. 

Insbesondere betrifft die Erfindung Ketolasen. enthatend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 
2 oder etne von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von AminosSuren 
abgeleftete Sequenz, die eine Identitat von mlndestens 70 %, vorzugsweise mlndestens 75%, 
30 besondere bevotaigt mlndestens 80%, bevorzugter mlndestens 85%, bevbrzujgter mlndestens ' 
90%, bevorzugter mindestens 95% auf AminosSureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 auf- 
weist, mit dier Mafcgabe, dass die Aminosauresequenzen SEQ ID NO: 2 nicht enthalten 1st. Die 
Sequenz SEQ ID NO: 2 1st, wle voretehend erwahnt, als putatlves Protein in Datenbanken anno- 
Bert 



35 



Ferner betrifft die Erfindung Ketolasen, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 4 oder 
eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleite- 
te Sequenz, die eine Identitat von mindestens 70 % auf Aminos^ureebene mit der Sequenz 



:um 09.01.03 14:51 FAXG3 Nr: 616634 von NVS:FAXG3.I0.0201/06216021183 (Seite 49 von 72) 



09-JAN-2003 16:14 BASF PG GUX C100 +49 621 6021183 S. 50/72 

BASF Aktiengesellscbaft 20020904 PF 54221 DE 

.40 

SEQ. ID. NO. 4 aufweist Die Sequenz SEQ ID NO: 4 ist, wie vonjtehend erwahnt, in Datenban- 
ken nicbt annotiert 

Die Erfindung betilfflfemer Nufcleinsauren, kodierend ein vorstehend beschriebenes Protein, mit 
5 der MaBgabe. dass die Nuklefns&ure nioht die Sequenzen SEQ ID NO: 1 Oder 3 enthait 

Oberraschenderweise wurde geftinden. dass eln Protein enthaltend die Aminosauresequertz 
SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Deletion von 
Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identity von mindestens 70 %, vorzugsweise min- 
10 destens 75%, besonders bevorzugt mindestens 80%, bevorzugter mindestens 85%, bevorzugter 
mindestens 90%, bevoizugter mindestens 95% auf 'Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. 
ID. NO. 2 und die Eigenschaft einer Ketoiase aufweist, eine Eigenschaft els Ketoiase aufweist 

Die Erfindung betrifft daher auch die Verwendung eines Proteins, enthaltend die Amlnosaurese- 
15 quenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion 
j von Aminosauren abgeleitete Sequenz* die eine Identitat von mindestens 70 %, vo/zugsweise 
mindestens 75%, besonders bevorzugt mindestens 80%, bevorzugter mindestens 85%, bevor- 
zugter mindestens 90%, bevorzugter mindestens 95% auf AmfnosSureebene mit der Sequenz • 
SEQ. ID. NO. 2 und die Eigenschaft einer Ketoiase aufweist, als Ketoiase. 

20 

Ferner wurde Oberraschenderweise gefunden, dass ein Protein enthaltend die Aminosaurese- 
quenz SEQ. ID. NO. 4 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion 
• von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 65%, vorzugsweise 
• mindestens 7<\%, vorzugsweise mindestens 75%, 'besonders bevorzugt mindestens 80%, be- 
25 vorzugter mindestens 85%, bevorzugter mindestens 90%, bevorzugter mindestens 95% auf 

Aminoe<Sureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 4 Und die Eigensqhaft einer Ketoiase aufweist 
eine Egenschaft als Ketoiase aufweist J 

Die Erfindung betrifft daher auch die Verwendung eines Proteins, enthaltend die Aminosaiirese- 
30 quenz SEQ. ID. NO. 4 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, insertion oder Deletion 
von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 65%, vorzugsweise 
mindestens 70 %, vorzugsweise mindestens 75%, besonders bevorzugt mindestens 80%, be- 
vorzugter mindestens 85%, bevorzugter mindestens 90%, bevorzugter mindestens 95%auf A* 
minosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 4 und die Eigenschaft einer Ketoiase aufweist, 
35 als Ketoiase. 

Im Vergleich zu den Verfehren dfes Standes der Technik, liefert das erfindungsgemafte Verfeh- 
• ran eine hshene Menge an Ketocarotinoide, insbesondere Astaxanthin, . 
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r • • 018 Erfindung wird durch die .nunfblgenden Beispiele erlautert, Istaber nlchtauf diese be- 
schrankt • ' 

j 

BeispieM: »" 

5 AmpHfikation von cDNA, die die gesamte Primaraequenz der Ketolasen aus Nostoc punctiforme 
PCG73102 ORF 38, contlg 501 (SEQ ID NO: 1) und ORF 148. corrtig 502 (SEQ ID NO: 3) ko- 
diert 

Zellen von WosXoc puhctlfbrme wurden mit Lysozym (2 mg/ml) aufgeschlossen und die genomi- 
10 sche DNA mit Hilfe dee GenElute Plant genomic DNA kit (Sigma) nach Angaben des Herstellers 
isoliert . 

Dann erfolgte die Amplifikation yon ORF148 (762 bp) aus der genomischen DNA von Nostoc 
punctlfdrme mit Hilfe der Primer 148-Start (SEQ ID NO: 9; 6' ATG ATC CAG TTA GAA CAA 
15 CCA C -3') und 148-End ( SEQ ID NO: 10; 5' CTA TTT TGC TTT GTA AAT TTC.TGG -3') bei 
einer AnnaellngTemperatur von 60-C Qber 30 Zyklen. 

Zur Amplifeierung von ORF38 (789 bp) wurden die Primer 38-Stert (SEQ ID NO: 11; S l ATG 
AAT TTT TGT GAT AAA CCA GTT AG -3') und 38-End (SEQ ID NO; 12; 5' ACG AAT TGG 
20 TTA CTG AAT TGT TG -3 1 ) verwendet 

Die PCR Fragments wurden in den mit Xcm\ geschriittenen Vektor pMON 38201 (Borokov. A/Y. 
and Rivkin, M.L (1997) Xcml containing vector for direct cloning of per products. BioTech. 22, 
812-814) subkloniert 

Zur Selektibn posfflver Klone wurde nach der Transformation der Ugationsprodukte in X1 1 blue 
MRF1 ' eln blau-weiss screening durchgefuhrt Die iaollerte Plasmid-DNA wurde mft H/ndlll ge- 
schnitten, urn zu uberprafen ob das PCR Amplffikat in den T-Oberhangvektor kloniert wurde. Die 
Sequenzierung der ausgewahlten Klone zeigte, dass die Orientierung von ORF148 In pMONT- 
30 148, bzw. ORF38 in pMONT-38, entgegen der vektoriellen Leserichtung ist Das Herausschnel- 
den des Inserts durch HindFII. war megiich, da der T-Oberhang Vektor neben der HindliJ Schnifr 
steile im Polylinker noch eine zweite besitzt, die beim EinfQgen des Polyllnkers entstanden ist 

, Beispiel2 

35 Herstellung von Expressionsvektoren 2ur Expression der Nostoo punctiform& PCC73102 Keto- 
' lasen ORF148 und ORF38 in Wirtsorganlsmen. , 

Nach Restriktionsvertau von pMONT148 bzw. pMONT38 mit H/ndlll wurden die erhaftenen 
DNA^Ipserts in einen ebenfells H/ndlll verdauten und dephosphorylierten pPQE32 Vektor (Qla- 
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gen, Hllden; modifcdert wle in (Verdoes. J., Krubasik, P., Sandmann, G, & van Opyen, M. (1999) 
Isolation and functional characterisation of a novel type of carotenoid biosynthetic gene from 
Xarrthophyllomyces dendrorhous. Molec. Gen. Genet 262. 453M61) beschrieben kloniert 

'5 Die nach Transformation in XL1MRF1' erhaltenen Klone wurden mit Hilfe elner check PGR un- 
ter Verwendung von Primer QEP (ff CCC TTT CCT CTT CTC -3") und 148-end bzw. 38-end 
OberprOft. Die Sequenzierungen der entsprechenden Ktana zeigte, dass ORF148 und ORF38 in 
frame in den pPQE32 Vektor kloniert wurden. Die so erhaltenen Plasmlde sind in Abbildung 2B 
und 2C dargestellt Abbildung 2 zeigt die Konstruktlon von pPQE32-ORF 148 (B.) und pPQE32- 

10 ORP 38 (C.) ausgehend von pPQE32 (A.). 

Beisplel3 

Expression der Nostoe punotforme PCC7310Z Ketoiasen ORF148 und ORF38 In 0-Carotin und 
Zeaxanthin produzierenden £ coV/Stamme und Analyse des Carotinoidprofils 





16 



3.1. Expression der Nostoo punctiforme PCC73102 Ketoiasen ORF148 und ORF38 in p-Carotin 
produzierenden H colt Stamme 



Zur funktipnellen Charakterisierung der durch ORF148 und ORF38 geblldeten Genprodukte 
20 , wurden die Konstrukte pPQE32-l48 und pPQE32-38 in die ft-Carotin bildende E.coll Transfor- 
mande JM101/pACCAR16AcrtXiMlsawa, N., Satoml. Y.. Kondo, K., Yokoyama. A. Kajiwara, 
S.. Saito, T. Ohtani, T. & Miki, W. (1996) Structure and functional analysis of a marine bacterial 
carotenoid biosynthesis gene duster and astaxanthin biosynthetic pathway proposed at the gene 
level. J. Bacterid. 22, 6575-6584) thansformiert 

26 

Die Anzucht der Transfbrmanden erfblgte in 50 ml Kulturen mlt LB Medium bei 28"C im Dunkeln 
fOr 16 bis 48 Stunden. Die Carotinbide wurden mit Methanol extrahlert, gegen 50% E- 
tfier/Petrolether ausgeschQttelt und die erhaltenen Extrakte uber HPLC (SSule HypurityC18, 
Laufmittet Acetonitril/Methanol/2-Propanol 85:10:5. Temperatur 32°C) aulgetrennL Die Spektren 
30 wurden mittels eines Dioden-Array Detektors on-line aufgezeichnet und die Carotinoide anhand 
ihrere Absorptionsmaxima sowieim Vergleich mit Standards identlfiziert. 

Wie in Abbildung 3A for pPQE32-38 und 3B for pPQE32-148 gezeigt, konnten neben dem Aus- 
gangssubstrat B-Carotin in beiden Extrakten die Ketocarotinoide Echlnenon und Canthaxanthin 
35 detektiert werden (in Kontrollen ohne pPQE32-38 bzw. pPQE32-148 war nur fi-Caiotin aber 
keine Ketocarotinoide zu finden). 

Der Anteil des geblldeten Canthaxanthins (Diketo-Verblndung) am Gesamtcarotinoidgehalt be- 
tnjg in der Kompiementlerung mit pPQE32^148 81%. in der Komplementierung mit pPQ£32-38 
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lag er bei 40%. Der Anteil an Echinenon (Monoketo-Verblndung) lag in beiden Kompiementie- 
rungen bei etwa 4%. 

3.2. Expression der Nostoa punctiforme PCC73102 Ketolasen ORF148 und ORF38 In Zea- 
5 xanthin produzierenden £ coll Stamme 

Urn zu untersuchen in wfe welt die durch ORF148 und ORF38 kodierten Ketolasen In der Lage 
sind das Ketocarotinoid Astaxanthin zu synthetisieren, wurden P PQE32-38 (Abb. 3C) und 
pPQE32-148 (Abb. 3D) in die Zeaxanthin bildende E coil Transformande 
10 JM101/pACCAR25AcrtX (Mlsawa! N. f Satomi, Y. ( Kondo, K., Yokoyama, A, Kajiwara, S. f Saito, 
T. Ohtani, T. & Miki, W. (1995) Structure and ftjnclional analysis of a marine bacterial carotenoid 
biosynthesis gene cluster and astaxanthin btosynthetic pathway proposed at the gene level. J. 
Bacteriol. 22, 6575-6584)transformiert 

15 Die Anzucht der Transformanden, die Carotinoldextraktion und die HPLC Trennung erfolgte wie 
oben unter 3.1 bescbrieben. Wahrend in dem aus der Komplementierung mlt pPQE32-38 erhal- 
tenen Extrakt nur die Ausgangssubstrate Zeaxanthin und li-Carotln, 85 bzw. 5% des Gesamtca- 
ratinofdgehalts, nachgewtesen werden konnten, konnten in der Komplementierung mit pPQE32- 
148 hauptsachlich die Ketocarotinoide Echinenon, Canthaxanthin und Astaxanthin detektiert 

20 werden. Der Anteil von Astaxanthin am Gesamtcarotinaidgehalt betrSgt 50%. Die Intermediate 
der Astaxanthinsynthese Echinenon und Canthaxanthin stellen 12% bzw. 8% des Gesamtcarb- 
tfnoids dar. Der Anteil an fc-Carotin betrSgt etwa 30%. 

Abbildung 3 zeigt die HPLC Trennung der Carotinoide aus Komplementierung in E. coll mit el- 
25 nem Carotin Hintergrund kotransfbrmlert mit pPQE32-38 (A) oder pPQE32-148 (B) bzw. in E, 
coll mlt einem Zeaxanthin Hintergrund kotransfbrmlert mit pPQE32-38 (C) Oder pPQE32-148 
(D). 

Die angegebenen Carotinoide wurden durch Kochromatographie mit Vergleichssubstanzen und 
30 Qber ihre Spektren identffteiert als: 

1 Canthaxanthin, 

2 Echinenon, 

3 B-Carotin, • 

4 Zeaxanthin, 
35 5 Astaxanthin, 

6 S-Cryptoxanthin, . • 

7 Neurosporin. 

1\ 3\ 4' und 5* bezeichnen die entsprechenden cis Isomere.' 
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PatentansprQche 

1 . Verfahren zur Heieteliung von Ketocarotinoiden durch Kultivierung von genetisch verSnder- 
ten Organismen, die im Vergteich zum Wildtyp eine veranderte Ketolase-Aktivitat aufwel- 
5 sen, und die veranderte Ketolase-Aktivitat durch eine Ketolase verursacht wird, enthaltend 

die AniinosSureseqiienz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 
Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von min- 
. destens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist 

10 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man Organismen verwendet 
die els Wildtyp bereits eine Ketoiase-Aktlvttat aufweisen, und die genetfsche Veranderung 
eine Erhdhung der Ketolase-Aktivitat Im Vergteich zum Wildtyp bewirkt 

» 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man zur ErhGhung der Ketola- 
15 se-Aktiv(tat die Genexpresslon elner Nuklelnsaure, kodierend eine Ketolase, enthaltend die 

Amirios&uresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, In- 
sertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identity von mindes- 
tens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 autwelst, gegpntiber dem 
Wildtyp erhoht 

20 . 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass m$n zur Erhdhung der Ge- 
nexpnession Nukieinsauren in den Organlsmus einbrlngt, die Ketolasen kodieren, enthal- 
tend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitu- 
tion Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von 

25 mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man Organismen verwendet, 
die ais Wildtyp keihe Ketolase-Aktivitat aufweisen und die genetische Veranderung eine Ke- 
tolase-Aktivitat im Vergteich zum Wildtyp verursacht. 

30 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass man genetisch veranderte Or- 
ganismen verwendet, die transgen eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ. I'D, NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletioii 
von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Amino- 

35 saureebene mit der Sequenz; SEQ. ID. NO, 2 aufweist, exprimieren. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 Oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass man zur Verursachung 
der Genexpresslon NukleinsSuren In die Organismen elnbringt, die Kstotasen kodieren, • 
enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch 

904/2002 Mec/Gre 09.01.2003 Fig/Seq 



10 
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Substitution, Insertion oder Deletion von AminosSuren abgeleitete Sequenz, die eine Identi- 
ty von mindestens 42 % auf AminosSureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufwefst 

8. Verfahren nach Anspruch 5 oder 7 f dadurch gekennzeichnet, dass man Nukieinsauren, 
5 enthaltend die Sequenz SEQ. ID. NO. 1 elnbringt 

9. Verfahren nach elnern der AnsprQche 1 bis 8; dadurch gekennzeichnet, dass die Organis- 

. men zusatzJich gegenQber dem Wlldtyp eine erhdhte Aktivitat mindestens einer der AktMta* 
ten> ausgewamt aus der Gruppe Hydmxylase-Aktivitat und p-Cyclase-Aktivitat, aufweisen, 

10. Verfahren nach Anspruch 9« dadurch gekennzeichnet, dass man zur zusStzilchen Etfiohung 
mindestens einer der Aktfvitaten, die Genexpressfon mindestens einer Nukleinsflure aus- 
gewahlt aua der Gruppe Nukieinsauren, kadrerend eine Hydroxylase, und Nukieinsauren, 
kodferend eine {^Cyclase, gegenQber dem Wiidiyp erhaht 

1 1 . Verfahren naoh Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet dass man zur Erhdhung der Ge- 
nexpression mindestens eine Nukleinsaure ausgewahlt aus der Gruppe. Nukieinsauren to- 
dierend eine Hydroxylase und Nukieinsauren kodierend eine (3-Cydase in den Organismus 
einbringt 

20 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass man ats Nukleinsaure, kodie- 
rend eine Hydroxylase, Nukieinsauren einbringt, die eine Hydroxylase kodleren, enthaftend 
die Aminosauresequenz SEQ ID MO: 8 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 
Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Iderttitat von min- 

25 destens 20 % auf ArninosSureebene mit der Sequenz SEQ ID NQ:;6 aufweisfc 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass man Nukieinsauren, enthaf- 
tend die Sequenz SEQ ID NO: 5 einbringt 

30 14. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass man als Nukleinsaure, kodie- 
rend eine 3-Cyclase. Nukieinsauren einbringt, die eine 0-Cyclase kodieren, enthaltend die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 8 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Inser- 
tion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Idenatat von mindestens 
20 % auf AminosSureebene mit der Sequenz SEQ ID NO: 8 aufWeist - 



35 



15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass man Nukieinsauren, enthal- 
tend die Sequenz SEQ ID NO: 7 einbringt 
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1 1 6. Verfahren nach einem der AnsprOcfte 1 bis 1 5, dadurch gekennzeichnet dass man reach 
dem KultMeren die genetisch veranderten Organismen emtet und anschlleBend die Keto- 
carotfnoide aus den Organismen isoliert 

5 17. Verfahren nach einern der AnsprOche 1 bis. 16, dadurch gekennzeichnet daB man ate Or- 
ganismus einen Organlsmus verwendet der als Ausgangsorganismus natUilicherweise o- 
der durc^i genetische Komplementlerung oder Umregullerung von Stoffwecheselwegen in 
der Lsge ist, Carotinoide hercustellen. 

10 18. Verfehren nach einem der Ansprtiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet daB man als Qr- 
ganismen Mikroorganlsmen oder Pflanzen verwendet 



15 



19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet daft man als Miknoorganismen Bak- 
ierien, Hefen, Algeri oder Pike verwendet 



• 20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurchgekennzelchnet, daB die Mikroorganismen ausgwahlt 
sind aus der Gruppe Escherichia, Erwinia. Agrvbacterium, Flavobactarium, Alcaligenes, Pa- 
racaccus, Nostoc, Cyanobakterien der Qattung Synechocystts, Candida; Saccharomycea, 
Hansenula, Phaffia, Pichia, Aspergillus. Trichodarma, Ashbya, Neuruspora, Btakaatea, Phy- 
20 comyces, Fusarium, Haematococcus, Phaadactytum trtcomatum. Vptvox oder Dunatiella. 

21. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet daB man als Organismus Pflanzen 
verwendet . . x 

25 22. Verfehren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet dass man als Pflanze eine Pflanze, 
; ausgewawt aus den Famifien Ranunculaceae, Berberidaceae, Papaveraceae, Cennaba? 
\ ceae, Rosaoeae, Fabaceae, Llnaceae, Vitaceae, Brassiceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, 
Caryophyllaceae, Amaranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae r CaprifoHaceae, Oleaceae, 
Tropaeolaceae, Solanaceae, Scrcphulariaceae, Asteraceae, Lllfaceae, Amarylljdaceae, Po- 
30 aceae, Orchfdaceae, Malvaceae, Iffiaceae Oder Lamiaceae verwendet 

23. Verfehren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass man als Pflanze eine Pflanze. 
. ausgewahlt aus den Pflanzengattungen Marigold, Tagetes erecta, Tagetes patula, Acacia, 
Aconitum, Adonis, Amioa, Aqulegia, Asier, Astragalus, Bignonla, Calendula, Caltha, Cam- . 
35 panula, Canna, Centaurea,' Cheiranthusj Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbi- 

ta, Cytisus, Delonia, Delphinium, Dlanthus, Dimorphotheca, Doronicum,.EschschoHzia. For- 
sythia, Fremontia, Gazanla, Gelsemfum, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, 
Grevillea. Helenium, Hellanthus, Hepattea, Heracleum, Hlsbiscus. Hellopsls, Hypericum, 
Hypochoerfs, Impatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leontodon, Liltum, U- 
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num, Lotus, Lycoperstcon. Lysimachia, Maratia, Medicago, Mimulus, Narcissus, Oenothera, 
Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentilla, Pyracantha, Ranunculus, 
Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Sflphlum, Sinapsis, Sorbus, Spartium, 
Tecoma, Torenia, Tragbpogbn, Trollius. Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, Viola Oder 
5 Zinnia verwendet. 

24. Verfehren naoh einem der AnsprQche 1 bfs 23, dadurch gekennzelchnet, dass die 
Ketocarotinoide ausgewShlt sind aus der Gruppe Astaxanthin, Canthaxpnthin, Echinenon, 
3-Hydroxyechinenon, ff-Hydroxyechlnenon, Adonirubin und Adonixanthin. 

10 

25. Genetisch veranderter Organismus, wobei die genetische Veranderung die Aktivitat einer 
Ketolase 

A fdr den Fall, dass der Wiidtyporganlsmus bere/ts efne Ketolase-Aktivitat aufwelst gegen- 
* 15 Qber dem Wlldtyp erhoht und 

) 

B fQr den Fall, dass der Wiidtyporganlsmus keine Ketolase-Aktivitataufweist, gegenQber 
dem Wlldtyp verursacht 

20 und die nach A erhohte oder nach 8 verursachte Ketolase-Akiivitat durch eine Ketolase 

verursacht wfrxl, enthaltend die AmlnosSuresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dfeser 
Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequent 
die efne Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. 
NO. 2 aufwelst 

. 25 

26, Genetisch verSnderter Organismus nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Erhohung oder Verursachung der Ketolase-^Aktivltat durch eine ErhOhung oder Verursa- 
chung der Genexpression einer Nukleins&ure, kodierend eine Ketolase, enthaltend die A- 
minosfiuresequenz SEQ. ID, NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Inser- 

30 tton oder Deletion von Aminos&uren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 

42 % auf Aittinosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aulweist, gegenQber dem 
Wfldtypbewirktwird. 

27, Genetisch veranderter Organismuse nach Anspruch 2?, dadurch gekennzefchnet dass 
35 man zur Erhahung odef Verursachung der Genexpression NukleinsSuren in den Organis- 

mus einbringt, die Ketolasen kodieren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 
oder eine von dieser Sequenz durch Substitution. Insertion Oder Deletion von Amlnosauren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf AmlnosSureebene mit der 
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Sequenz SEQ. ID- NO. 2 aufweist 



28. Genetisch verSnderter Organismus, enthaltend mindestens eine transgene Huklelnsaure, 
kodierend eine KetoJase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID- NO. 2 Oder eine von 

5 dieser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete 

•Sequenz, die eine Identitet von mindestens 42 % auf AminosSureebene mit der Sequenz 
. SEQ. ID. NO. 2 aufweist 

29. ' Genetisch verfinderter Organismus, enthaltend mindestens zwel endogene NukleinsSuren, 
10 kodierend eine. Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von 

dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete 
Sequenz, die eine Jdentitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
SEQ. ID. NO. 2 aufweist 



15 30. Genetisfch verSnderter Organismus nach einem der Ansproche 25 bis 29, dadurch gekenn- 
zeichnet dass die genetische VerSnderung zusatzfich mindestens eine der Aktivitaten, aus- 
gewahlt aus der Gruppe Hydroxlase-Aktivitat und p-Cyclase*Aktlvitat gegenOber dem Wfid- 
typperhoht. 



20 31. Genetisch veranderter Organismus nach einem der Anspruche 25 bis 30, dadurch gekenn- 
zeichnet daft er ais Ausgangsorganlsmus naturlicherweise oder durch genetische Komple- 
mentierung in der Lage 1st, Carotinoide herzustellen. 

32. Genetisch verSnderter Organismus nach einem der AnsprOche 25 bis 3 1 , ausgewahlt aus 
25 der Gaippe Mikroorganismen oder Pflanzen. 

33. Genetisch veranderter Mikroorganismus nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dali 
. die Mikroorganismen ausgewahlt sfnd aus der Gruppe Bakterien, Hefen, Aigen oder Pilze. 



30 . 34. Genetisch verdnderter Mikroorganismus nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daE 
die Mikroorganismen ausgwahlt sind aus der Gruppe Escherichia. Erwinia, AgrobacterfUm, 
Fiavobacterium, Aicaliganes, ParacoGcuk Afosfoc, Cyanobakterien der Gattung Synecho- 
cystis, Candida, Seccharomyces, Hansenula, Pichla t Aspergillus, Ttfchoderma, Ashbya, 
Naurospora, Blakeslea, Phycomycas, Fusarium, Haematococcus, Phaedactylum tricorna- 

35 turn, Volvox oder DunaiieJla. 

35. Genetisch veranderte Pflanze nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass die Pflan- 
zen aiisgewahlt sind aus den Familien Ranunculaceae, Berberidaceae, Papaveraceae, 
Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, Linaceae, Vitaceae, Brassiceae, Cucurbitaceae, Pri- 
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mulaceae, Caryophyllacese, Amaranthaceae, Gentfanaceae, Geraniaceae, Caprlfoliaceae, 
Oleaceae, Tropaeolaceae. Sdanaceae, Scrophulariaceae, Asteraceae, UKaeeae, AmarylB- 
daceae, Poaceae, Orchidaceae, Malvaceae, llliaceae od6r Lamiaceae verwendet 

5 36. Genetisch veranderte Pflanze nach Anspruch 35 r daduroh gekennzeichnet dass Pflanzen 
ausgewahltsind aus den Pflanzengattungen Marigold, Tagetes erecta, Tagetes patula, A- 
cacia, Aconitum, Adonis, Arnica, Aqulegia, Aster, Astragalus, Bignonla, Calendula, Caltha, 
Campanula, Carina, Centaurea, Cheiranthus, Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, 
Curcurbita, Cytisus, Delonia, Delphinium, DJanthus, Dlmorphotheca, Doronicum, Esch- 

10 ' scholtzia, Forsythia, Fremontla, Gazania, Gefsemium. Genista, Gentlana, Geranium, Ger- 
bera, Geum, Grevillea, Helenium, Helianthus, Hepatfca, Heraoieum, Hisbiscus, Heliopsls, 
Hypericum, Hypochoeris, Impatiens. Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrua, Leonto- 
don, Lillum, Unum, Lotus, Lycopersicon, Lyslmachia, Maratia, Medlcago, Mimulus, Narcis- 
sus, Oenothera, Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalfs, Phyteuma, Potentilla, Pyracantha, 

15 Ranunculus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecfo, Sitene. Silphium, SInapsis, Sor- 

bus, Spartium, Tecoma, Torenia, Tragopogon, Trotllus, Tropaeolum, Tulipa. Tussifago, U- ' 
lex, Viola Oder Zinnia verwendet 

37. Verwendung der genetisch veranderten Organismen nach einem der Ansprfcche 25 bis 36 
20 . als Futter- Oder Nahrungsmittel. 

38, Verwendung der genetlsoh veranderten Organismen nach einem der AnsprOche 25 bis 36 
zur Hersieifung von Ketocarotinoid-haitigen Extrakten oder zur Heretellung von Futter- und 
Nahrungserganzungsmittel. 

25 

'39., Ketoiase, enthaltend die Amlnosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Se- 
quenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Amlnosauren abgeleitete Sequenz, 
die eine Identttat von mindestens 70 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. , 
NO.. 2 aufweist, mit der Maftgabe, dass die Aminosauresequenzen SEQ ID NO. 2 nicht ent- 
30 haltenist 

40. Ketoiase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 4 oder eine von dieser Se- 
quenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von AminosSuren abgeleitete Sequenz, 
die eine Identttat von mindestens 70 % auf Aminosdureebene mit der Sequenz SEQ. ID. 

35 NO. 4 aufweist 

41 , Nuktelnssure, kodierend ein Protein gemap 39 oder 40, mit der MaGgabe, dass die Se- 
quenz SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 3 nicht enthalten sind. 
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42. Verwendung etnes Proteins, enthaltend die Aminosauresequenz 5EQ: ID. NO. 2 oder eine 
von dieser Sequenz durch Substitution, insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleite- 
te Sequenz, die eine identity von rr\indestens 70 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
SEQ. ID. NO. 2 und die Eigenschaft einer Ketolase auitoeist els Ketolase. 

43. Verwendung eines Proteins, enthaltend die AmlnosSuresequenz SEQ, ID. NO. 4 Oder eine 
von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleite- 
te Sequenz, die eine Identitat von mindestens 65 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
SEQ. ID. NO. 4 und die Eigenschaft einer Ketolase aufweist, ate Ketolase. 
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SEQUENCE LISTING 

<U0> BASF Aktiengesellschaft 

<120> Verfahren 2 ur Herstellung von Ketocarotincnden durch Kultivienmg 
von genetisch veranderten orgamsmen 

<130* AE 20020904 
<160>. 12 

<170> patentin. version 3.1 




15 



20 



2S 



30 



<210> 1 

<211> 789 - 

<212> DNA 

<213> Nostoc sp. PCC73102 
<220> 

<221> CDS 

<222> (I).- (789) 

<223> 



35 




45 



55 



65 



<400>. 1 
ttg aat ttt 
Leu ash Phe 
1 



tta agt get 
40 Leu ser Ala 



att att agt 
lie lie ser 
35 

tat gec aaa 
Tyr Ala Lys 
50 

atg ttc ctt 
Met Phe Leu 
65 

ggg tea gtt 
Gly ser val 



tgt gat 
cys Asp 

aaa gaa 
Lys Glu 
20 

ctt tgg 
Leu Trp 



gtc cca 
val Pro 



tat aca 
Tyr Thr 



aaa cca gtt 
Lys Pro val 

gat' act gtt 
Asp Thr yal 



eta get gta 
60 Leu Ala val 



aat cat tgc 
Asn His cy| 

ttt cat gat 
phe His asp 



tat cgt 
Tyr Arg 
85 

gcg ctt 
Ala Leu 
100 

tta cat 
Leu His 



gta get agt 
val Ala ser 
40 

att tgg ttg 
lie Trp Leu 
55 

ggg eta ttt 
Gly Leu Phe 
70 

aaa aat ccc 
Lys Asn pro 



age tat tat 
Ser T^r Tyr 

tgg gggctg 
Trp Gly Leu 
25 

ttg 
Leu 



;ct ttt 
>la Phe 



ata cct att 
lie Pro lie 



tac get gtg 
Tyr Ala Val 



ggt aag 
Gly Lys 



cat cgt cat 
His Arg His 
120 

aga aca aac 
Arg Thr Asn 



att act gca 
lie Thr Ala 

75 

aaa att aat 
Lys He Asn 
90 

ttt cca tat 
Phe pro Tyr 

105 » " 

cct get age 
pro Ala ser 



gtt gca 
val Ala 



«3 SS 



tta eta 
Leu Leu 
45 

gca ata 
Ala He 
60 

cat gat 

His ASP 



aat ttt 
Asn Phe 



caa cag 
Gin Gin 



get att ttc 
Ala ile Phe 



gaa gtt 
Glu Val 
125 

tgg tat 
Trp Tyr 



ata gag caa 
lie Glu Gin 
15 

gtc ata gta 
val He val 
30 

get att aat 
Ala ile Asn 



gtt tgg caa 
Val Trp Gin 



get atg cat 
Ala Met His 
80 

ate ggt tea 
lie Gly ser 
95 

atg tta aag 
Met Leu Lys 
110 

gac cca gat 
Asp Pro. Asp 



etc cat ttc 
Leu His Phe 



48 
96 
. 144 
192 
240 
288 
336 
384 
432 
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15 



20 



25 



30 



35 



45 




50 



55 



60 



130 



135 140 



atg ata gaa tac tec agt tgg caa cag tta ata gta. eta act ate eta 
Me? Ill Glu Tyr Ser ||r Trp Gin Gin Leu lie val Leu Thr He Leu 

ttt aat tta get aaa tac gtt ttg cac ate cat caa ata aat etc ate 
Phe Ain Leu Ala Lys Tyr val Leu His lie His Girt He Asn Leu lie 



aat tea gta ace aat teg taa 
Asn ser val Thr Asn ser 
260 



<210> 2 

<211> 262 

40 <212> PRT 

<213i> NostOQSp, PCC73102 



<40Q> 2 



ueu Asn Phe Cys Asp. Lys Pro Val ser Tyr Tyr val Ala Tie Glu Gin 
2 -5 10 15 

Leu ser Ala Lys Glu Asp Thr val Trp Gly Leu val lie val lie val 
20 25 30 

lie lie ser Leu Trp val Ala ser Leu Ala Phe Leu Leu Ala He Asn 
35 40 45 

Tvr Ala Lys val Pro lie Trp Leu lie Pro lie Ala lie val Trp Gin 
'SO 55 60 

Met Phe Leu Tyr Thr Gly Leu phe lie Thr Ala His Asp Ala Met His 
65 65 70 75 80 



480 
528 



Zg T 170 175 

10 tta ttt tag agt att cct cca att tta agt tec att caa ctg ttt tat 576 
llu Phe T?p ser He Pro Pro He Leu Ser ser He Glr> Leu Phe Tyr 



180 185 190 

*rc aaa aca ttt tta cct cat cga gaa ccc aag aaa gga tat gtt tat 624 
She 8} Th? Phil 38 Pro His Arg Glu Pro Lys Lys G?y Tyr val Tyr 
195 200 205 

ccc cat tgc age caa aca ata aaa ttg cca act ttt ttg tea ttt ate 672 
pro His Cys Ser Gin Thr He Lys Leu Pro Thr Phe Leu ser Phe lie 
210 215 220 

get tgc tac cac ttt ggt tat cat gaa gaa cat cat gag tat ccc cat 
Ala cys Tyr His Phe Gig Tyr His §1u Glu His His Glu Tyr pro ms 

gta cct tgg tgg caa ctt cca tct gta tat aag cag aga gta ttc aac 
val Pro Trp Trp Gin Leu Pro Ser val Tyr Lys Gin Arg val Phe Asn 
245 250 255 



720 
768 
789 
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Gly ser val Tyr Arg Lys Asn Pro Lys lie Asn Asn Phe lie Gly. ser 
85 90 BS 

5 Leu Ala Val Ala Leu Tyr Ala val Phe pro Tyr Gin Gin Met Leu Lys 
100 105 . HO 

Asn His cys Leu His His Arg His Pro Ala Ser Glu- Val Asp Pro Asp 
10 115 120 125 





15 



20 



35 



40 



Phe His Asp Gly Lys Arg Thr Asn Ala lie Phe Trp Tyr Leu His Phe 
130 135 140 

Met lie Glu Tyr ser ser Trp Gin Gin Leu He val Leu Thr lie Leu 
145 150 155 160 

Phe Asn Leu Ala Lys Tyr val Leu His xle His Gin lie Asn Leu lie 
165 170 175 



26 Leu Phe Trp ser lie Pro Pro lie Leu ser Ser He Gin Leu Phe Tyr 
1*0 185 190 

Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Arg Glu Pro Lys Lys Gly Tyr Val Tyr 
30 195 200 205 



Pro His cys Ser Gin Thr lie Lys Leu Pro Thr Phe Leu ser Phe lie 
. 210 215 220 

Ala 'cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro His 
225 230 235 240 

Val pro Trp Trp Gin Leu pro ser Val Tyr Lys Gin Arg val Phe Asn 
245 , 250 255 



45 Asn ser val Thr Asn ser 
260 



<210> 3 

50 

<211> 762 

<212> DNA 

55 <213> Nostoc sp. PCC73102 

<22Q> 

60 

<221> CDS 
<222> CI} . . C762) 
65 <223> 
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<400> 3 

gtg ate cag tta gaa caa cca etc agt cat caa gca aaa ctg act cca 48 

vaT lie Girt Leu Glu Gin Pro Leu ser His Gin Ala Lys Leu Thr Pro 
15' 10 15 





gta ctg aga agt aaa tct cag ttt aag ggg ctt ttc att get att gtc 
val Leu Arg ser Lys ser Gin Phe Lys Gly Leu Phe lie Ala lie Val 
10 20 25 30 



16 



35 



55 



60 



acg tgc tat cat ttt ggc tac cac gag gaa cat cac gaa tat cct cat 
Thr cys Tyr His Phe gTv Tyr His Glu Glu h1s His Glu Tyr Pro His 
225 230 235 240 



96' 



att gtt age gca tgg gtc att age ctg agt tta tta ctt tec ctt gac 144 
He val ser Ala Trp val lie Ser Leu Ser Leu Leu Leu ser Leu Asp 
35 40 45 

ate tea aag eta aaa ttt tgg atg tta ttg cct gtt ata eta tgg caa 192 
He ser Lys Leu Lys phe Trp Met Leu Leu Pro val He Leu Trp Gin 
50 55 60 

20 aca ttt tta tat acg gga tta ttt att aca tct cat gat gee atg cat 240 
Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe lie Thr ser His Asp Ala Met His 
65 , 70 75 , 80 

ggc gta gta ttt ccc caa aac acc aag att aat cat ttg att gga aca 288 
25 Gly Val val Phe Pro Gin Asn Thr Lys Xle Asn His Leu lie §Ty Thr 
.85 .90 95 

ttg acc eta tec ctt tat ggt ctt tta cca tat caa aaa eta ttg aaa 336 
Leu Thr Leu Ser Leu ryr Giy Leu Leu Pro Tyr Gin Lys Leu Leu Lys 
30 100 105 . 110 



aaa cat tgg tta cac cac cac aat cca gca age tea ata gac ccg gat 384 
Lys His Trp Leu His His His Asn Pro Ala Ser Ser lie Asp . Pro Asp 
115 120 125 

■ ttt cac aat ggt aaa cac caa agt ttc ttt <Jct tgg tat ttt cat ttt 432 
Phe His Asn Gly Lys His Gin ser Phe Phe Ala Trp Tyr phe His phe 
130 135 146 . 



40 atg aaa ggt tac tgg agt tgg ggg caa ata att gcg ttg act att att 480 
Met Lys Gly Tyr Trp ser Trp Gly Gin ile He Ala Leu Thr tie lie 
145 150 155 160 

tat aac ttt get aaa tac ata etc cat ate cca agt gat aat eta act 528 
45 Tyr Asn Phe Ala Lys Tyr lie Leu His lie Pro ser.Asp Asn Leu Thr 

165 170 175 

tac ttt tgg gtg eta ccc teg ctt tta agt tea tta caa tta ttc tat 576 
Tyr Phe Trp vai Leu pro ser Leu Leu Ser ser Leu Gin Leu phe Tyr. 
SO 180 185 190 

ttt ggt act ttt tta ccc cat agt gaa cca ata ggg ggt tat gtt cag 624 
Phe Gly Thr Phe Leu pro His ser Glu Pro lie Gly Gly Tyr val Gin 
195 200 205 

cct cat tgt gee caa aca att age cgt cct att tgg tgg tea ttt ate 672 
pro his cys Ala Gin Thr He Ser Arg Pro lie Trp Trp Ser phe rle 
210 215 220 



720 



ec 2?* tct t 99 t 99 c ?9 tta cca AS* att tac aaa 9ca aaa tag 762 
65 He ser Trp Trp Gin Leu Pro Glu lie Tyr Lys Ala Lys 

245 1 250 
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<210> 4 

<221> 253 

<212> PRT 

<213> NOStoC sp* PCC73102 

<400> 4 



val lie Gin Leu Glu Gin Pro Leu ser His Gin Ala Lys Leu Thr pro 
15 1 5 10 15* 



20 



25 



Val Leu Arg ser Lys ser Gin Phe Lys Gly Leu Phe He Ala lie val, 
• 20 25 . 30 

lie val ser Ala Trp val lie Ser Leu ser Leu Leu Leu Ser Leu Asp 
35 40 - • 45 

lie Ser Lys Leu Lys Phe Trp Met Leu Leu Pro Val He Leu Trp Gin 
50 55 60 



30 Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr ser His Asp Ala Met His 

65 70 75 80 

i 

. Gly val val Phe Pro Gin asm Thr Lys xle Asn His Leu lie Gly Thr 
35 , 85 90 95 . 



Leu Thr Leu ser Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Gin Lys Leu Leu Lys 
• 100 105 110 

Lys His Trp Leu His His His Asn Pro Ala Ser ser lie asp Pro Asp 
115 120 125 

Phe His Asn Gly Lys His Gin ser Phe Phe Ala Trp Tyr phe His Phe 

130 135 140 



50 Met Lys Gly Tyr Trp ser Trp Gly Gin He He Ala Leu Thr .lie lie 
145 150, 155 160 

Tyr Asn Phe Ala Lys Tyr lie Leu His xle Pro ser Asp Asn Leu Thr 
55 165 170 175 

Tvr Phe Trp val Leu Pro ser Leu Leu Ser ser Leu Gin Leu Phe Tyr 
J 180 185 190 

60 . . 

Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Ser Glu Pro Xle Gly Gly Tyr Val Gin 
195 200 205 

'65 

Pro His cys Ala Gin Thr He ser Arg pro lie Trp Trp ser Phe lie 
210 215 220 . 





09-JAN-2003 16=22 ^ hu uv* . r r ^»cT 



" Th r cys Tyr Hi, Pho f l* ^r ..s *>» do His H.. «>. T»r Pro »U 
225 2:50 

XI. ser Trp Trp Glln loo Pro fi lo n. T*r Lyo «. 

10 

<210> 5 

<2U> 1608 

16 <212> DNA 

<213> Haeroatococcus. pluvial is 

20 

<220> 

<221> CDS 

25 -<222> C3).-C971) 
<223> 

«|? k sr. ss pS fif. * « f " ~ s 1 

, 35 ffi S Pro SS fV.S 5?! 35 Sr SI If. Hi Sr SS.g S 

n? ss a f i So * ts $ as ss * «f f s 
« ss go » a p" s; f s a si hs H3 a ^ is 

Ii5 ?| Sg SS 35 31? $ K SS -SB «'».« M SS « 
60 « S3 SS Si.S. f » IB ffi IB $ * « - w I! 1 

65 ss its am ss i a k as k i a « « » S ? " 
» « s?s as ss is i?r its hi f 0 k a. « g ?fe 1,5 
„ ss is sj| 5 a?, s. « ft ?e ^ ss s?s g R a - 
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flC aca gcg cca tgfl «t gaa Q] gj gg T hr u» 
atg acc gtg ggc 99$ g| ^ pro Trp fily 
Met Thr VaT Gly Gly ai» l50 , cgC tat * 27 . 

~ c « * r m b « a in » - * 

ueu ueu val Val 6«y lg5 cac 575 

160 r«r aag teg cct ctg 99= *» gg 5u His 

fiS lie 3* SB «H se? Pro ueu rfy Trp 190 




gca cac aaa gec axe w -v- glQ ser Pro ]90 

3S3 ce e a gas * - 



671 
719 
767 



35 



40 



45 




50 



55 



863 

uys m.m 275 V ~' ZBU att 911 

290 M ' a rtg gac tgg 95S 

- if m as « «a m « a a «s J ** - . 

pro |Jy Ala Ala giu «» 

S^-~ ^ ~~ = ^ e 

t99 cc. atS , ca« M cc« ^ ^ - iac?9tt8tc « 

cacatcatca tmcW* «•«•■«■« e ~"*T ^" CC9CC 

evmn tt 9 aatcagt M«» « 0 ' ( atogta 13 U 

Ja^ctat t^t^c 9 cat 9 ««3 . « ^ 

. gt9 cagcaaa ctat.«ca C cta 999 « 9 t ««« » 

asac^c cc^ ™e« - — 

: . sss zzz = — — . • 1608 
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<210> 6 
5 <211> 322 
<212> PRT 

<213> Haematococcus pluvial is > 
10 . 

<400> 6 

15 Thr Phe His Lys pro val ser Gly Ala ser Ala Leu Pro His He Gly 
1 5 10 15 

Pro Pro Pro His Leu His Arg ser Phe Ala Ala Thr Thr Met Leu Ser 
20 20 25 30 



25 



30 



46 



50 



65 



Lys Leu Gin ser lie ser val Lys Ala Arg Arg val Glu Leu- Ala Arg 

. 35 40 " 45 

Asp lie Thr Arg pro Lys val Cys Leu His Ala Gin Arg cys Ser Leu 
50 55 60 * 

val Arg Leu Arg val Ala Ala Pro Gin Thr Glu Glu Ala Leu Gly Thr. 
65 70 75 80 



35 val Gin Ala Ala Gly Ala Gly Asp Glu His ser Ala aso val Ala Leu 

85 90 95 

Gin Gin Leu Asp Arg Ala lie Ala Glu Arg Arg Ala Arg Ard Lys Arg 
40 ' 100 105 110 



Glu Gin Leu ser Tyr Gin Ala Ala Ala lie Ala Ala ser rle Gly val 
115 120 125 

ser. Gly lie Ala lie Phe Ala Thr Tyr Leu Arg phe Ala Met His Met 
130, .135 140 

Thr val Gly Gly Ala val Pro Trp Gly Glu val Ala Gly Thr Leu Leu 
145 ISO 1S5 160 



55 Leu val val Gly Gly Ala Leu Gly Met Glu Met Tyr Ala Arg Tyr Ala 

165 170 , 175 

His Lys Ala lie Trp His Glu ser Pro Leu Gly Trp Leu Leu His Lys 
60 180 185 190 



ser His His Thr pro Arg Thr Gly Pro Phe Glu Ala Asn Asp Leu Phe 
195 200 205 

Ala He lie Asn Gly Leu pro Ala Met Leu Leu Cys Thr phe Gly phe 
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210 . 215 . -220 

Trp Leu Pro Asn Val Leu Gly Ala Ala cys Phe Gly Ala Gly Lsu Gly 
6 225 230 255 .240 



10 



15 




30 



35 



40 



45 



50 




lie Thr Leu Tyr Gly Met Ala Tyr Met Phe Val His Asp Gly Leu val 
245 250 . 255 

His Arg Arg Phe Pro Thr Gly Pro lie Ala Gly Leu Pro Tyr Met Lys 
260 265 270 

Arg Leu Thr val Ala His Gin Leu His His Ser Gly Lys Tyr Gly Gly 
275 . 280 285 



20 Ala Pro Trp Gly Met Phe Leu Gly Pro Gin Glu Leu Gin His lie Pro 
290 295 300 

Gly Ala Ala Glu Glu val Glu Arg Leu val Leu Glu Leu asp Trp ser 
25 305 310 315 320 



Lys Arg 

<210> 7 

<211> 1650 

<212> DNA 

<213> Lycopersleon esculentum 

• 

<220> 

<221> CDS 

<222> (112) . . C1614) 

<223> 



<400> 7 

ggcacgagga aacttttctc tcttcactag ctgtrtacat gcttgaaatt tcaagatttt ; 60 

55 aggaccccat ttgaagtttt cttgaaacaa atattaccct gttggaaaaa g atg gat 117 

. Met Asp 

an }JP 5 t0 aaa 5£ c cca aat aac ctt * 9? a zxx ct 9 aac " a cat cat 165 

60 Thr Leu lqu Lys Thr Pro Asn Asn Leu Glu Phe Leu Asn Pro His His 
5 io 15 



2$* iJ r g ? t gt J aaa ft?* a 9 t acc ttr a 9 a tct 9 a 9 aa 9 cat cat aat 
65 V 20 6 ^ ^ 25 r Thr 9 30 L * HlS 



213 



ttt ggt tct agg aag ttt tgt gaa act ttg ggt aga agt gtt tgt. gtt 261 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



60 



55 



60 



65 



phe Gly Ser Arg Lys Phe cys Glu Thr Leu Gly Arg Ser Val cys val 
35 40 45 50 

aag ggt agt agt agt get ctt tta gag ctt gta cct gag acc aaa aag 

Lys Giy Ser ser Ser Ala Leu Leu Glu Leu val Pro Glu Thr Lys Lys 



55 



60 



fy val 



gag aat ctt gat ttt gag ctt cct atg tat gac cct tea aaa gag gtt 
Glu Asn Leu Asp Phe Glu Leu pro Met Tyr Asp Pro Ser Lys Gl> 
70 75 80 

gtt gtg gat ctt get gtg gtt got ggt ggc cct gca gga ctt get gtt 
val val Asp Leu Ala vai val Gly Gly Gly Pro Ala Gly Leu Ala val 



85 



90 



95 



ca cag caa gtt tet gaa gca gga etc tct gtt tgt tea att gat ccg 
la Gin Gin. val ser Glu Ala Giy Leu Ser val Cys ser lie Asp Pro 
100 105 110 



aat cct aaa ttg ata tgg cct aat aac tat ggt gtt tgg gtg gat gaa 
Asn Pro Lys Leu lie Trp pro Asn ash Tyr Gly val Trp val Asp Glu 
115 120 125 130 



ttt gag get atg gac ttg tta gat tgt eta gat get acc tgg tct got 
Phe Glu Ala Met Asp Leu Leu Asp Cys Leu Asp Ala Thr Trp ser Gly 
135 ,140 145 

gca gca gtg tac att gat gat aat acg get aaa gat ctt cat aga cct 
Ala Ala val Tyr lie Asp Asp Asn Thr Ala Lys Asp Leu His Arg Pro 
150 155 . 160 

tat gga agg gtt aac egg aaa cag ctg aaa teg aaa atg atg cag aaa 
Tyr GTy Arg val Asn Arg Lys Gin Leu Lys Ser Lys Met Met Gin Lys 
165 170 175' 



tgt ata atg aat ggt gtt aaa ttc cac caa gee aaa gtt ata aag . 
cys lie Met Asn Gly val Lys Phe His Gin Ala Lys val lie Lys va 

19C 



180 



185 



att cat gag gaa teg aaa tec atg ttg ata. tgc aat gat ggt att act 
He His Glu Glu ser Lys ser Met Leu lie cys Asn Asp Gly lie Thr 
195 200 205 210 



att cag gca acg. gtg gtg etc gat gca act ggc ttc tct aga tct ctt 
lie Gin Ala Thr vaT val Leu Asp Ala Thr Gly Phe Ser Arg ser Leu 
215 220 225 

gtt cag tat gat aag cct tat aac ccc ggg tat caa gtt get tat ggc 
val Gin Tyr Asp Lys Pro Tyr Asn Pro Gly Tyr Gin val Ala Tyr Gly 
230 235 240 

att ttg get gaa gtg gaa gag cac ccc ttt gat gta aac aag atg gtt 
lie Leu Ala Glu val Glu Glu His Pro Phe Asp val Asn Lys Met Val 
245 250 255 

ttc atg gat tgg cga gat tct cat ttg aag aac aat act gat etc aag 
Phe Met Asp Trp Arg Asp Ser His Leu Lys Asn Asn Thr asp Leu Lys 
260 " 265 ' 270 

gag aga aat agt aga ata cca act ttt ctt tat gca atg cca ttt tea 
Glu Arg Asn Ser Arg lie Pro Thr Phe Leu Tyr Ala Met Pro Phe ser 
275 280 285 290 

tec aac agg ata ttt ctt gaa gaa aca tea etc gta get cgt cct ggc 
ser Asn Arg lie Phe Leu Glu Glu Thr ser Leu val Ala Arg Pro Gly 
295 300 305 



309 
357 
405 
453 
501 
549 
597 
64S 
693 
741 
789 
837 
885 
933 
981 
1029 
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30 
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40* 



45 



50 



65 



60 
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ttg cgt ata gat gat att caa gaa cga atg gtg get cgt tta aac cat 
Leu Arg lie Asp Asp lie Gin Glu Arg Met val Ala Arg Leu Asn his 
310 315 320 

ttg ggg ata aaa gtg aag age att gaa gaa gat gaa cat tgt eta ata 
Leu Gly lie Lys VaT Lys Ser He Glu Glu Asp Glu his cys Leu He 
325 . 330 335 

cca atg ggt ggt cca ctt cca gta tta cct cag aga gtc gtt gga ate 
pro Met Giy Gly Pro Leu Pro val Leu Pro Gin Arg val val Gly lie 
340 345 350 

99* ggt aca get ggc atg gtt cat cca tec ace ggt tat atg gtg gca 
gTv Gly Thr Ala Giy Met val His Pro ser Thr Giy Tyr Met val Ala 
355 360 365 370 

agg aca eta get gcg get cct gtt gtt gcc aat gcc ata att caa tac 
Arg Thr Leu Ala Ala Ala Pro val val Ala Asn Ala lie lie Gin Tyr 
375 380 385 

etc ggt tct gaa aga agt cat teg ggt aat gaa tta tec aca get gtt 
Leu Giy ser Glu Arg ser His ser GTy Asn Glu Leu ser Thr Ala val 



390 



395 



400 



25 tgg aaa gat ttg tgg cct ata gag agg aga cgt caa aga gag ttc ttc 
Trp Lys As| Leu Trp pro lie Glu Arg Arg Arg Gin Arg Glu Phe Phe 



40! 



410 



41! 



tgc ttc ggt atg gat att ctt ctg aag ctt gat tta cct get aca aga 
cys Phe Gly Met Asp xle Leu Leu Lys Leu Asp Leu Pro Ala Thr Arg 

425 



420 ~ 425 i " 430 

agg ttc ttt gat gca ttc ttt gac tta gaa cct cgt tat tgg cat ggc 
Arg phe Phe Asp Ala Phe Phe Asp Leu Glu Pro Arg Tyr Trp his Gly 
435 440 445 . 450 

ttc tta teg tct eg _ _ , 

Phe Leu Ser Ser Arg Leu Phe Leu Pro Glu Leu lie val Phe Gly Leu 



ttc tta teg tct ega ttg ttt eta cct gaa etc ata gtt ttt ggg ctg 
rg Leu Phe Leu Pro Glu Leu lie val Phe Giy 
455 460 465 



tct eta ttc tct, cat get tea aat act tc t t aga ttt gag ata atg aca 
Ser Leu Phe ser His Ala ser Asn Thr Ser Arg Phe Glu lie Met Thr 
470 475 480 

aag -gga act gtt cca tta gta aat atg ate aac aat ttg tta cag gat 
Lys Giy Thr val Pro Leu val Asn Met lie Asn Asn Leu Leu Gin Asp 
485 490 495 

aaa gaa tga atccgagtaa tteggaatet tgtccaatct cgtgcc 
Lys Glu 
500 



<210> 8 

<211> 500 

<212> PRT 

<213> Lycopersicon esculentum 



1077 

1125 

1173 

1221 

1269 

.1317 

1365 

1413 

1461 

1509 

1557 

1605 

1650 



65 



<400> 8 

Met Asp Thr Leu Leu Lys Thr Pro Asn Asn Leu Glu Phe Leu Asn Pro 
1 5 10 15 
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His His Gly Phe Ala val Lys Ala Ser Thr Phe Arg ser Glu Lys His 
20 25 30 

5 / . • 

His Asn Phe Gly ser Arg Lys Phe Cys Glu Thr Leu Gly Arg ser val 
35 40 45 



.10 



25 



30 



.45 



50 



65 



Cys Val Lys Gly ser Ser ser Ala Leu Leu Glu Leu val Pro Glu Thr 
50 55 .60 



15 Lys Lys Glu Asn Leu Asp Phe Glu Leu Pro Met Tyr Asp Pro ser Lys 

65 70 75 80 

Gly val val val Asp Leu Ala Val val Gly Gly Gly Pro Ala Gly Leu 
20 85 .90 95 



Ala val Ala Gin Gin val ser Glu Ala Gly Leu ser val Cys ser lie 
100 105 110 

Asp Pro Asn Pro Lys Leu He Trp Pro Asn Asn Tyr Gly val Trp val 

115 120 .125 

Asp Glu Phe Glu Ala Met Asp Leu Leu Asp Cys Leu Asp Ala Thr Trp 
130 135 140 



35 ser Gly Ala Ala Val Tyr lie Asp Asp Asn Thr Ala Lys Asp Leu H-is 
145 150 155 160 

Arg Pro Tyr Gly Arg Val Asn Arg Lys Gin Leu Lys ser Lys Met Met 
40 165 170 175 



Gin Lys cys lie Met Asn Gly val Lys Phe His Gin Ala Lys val lie 
180 185 190 

Lys val lie His Glu Glu ser Lys Ser Met Leu lie cys Asn Asp Gly 
• 195 200 205 

lie Thr lie Gin Ala Thr val val Leu Asp Ala Thr Gly Phe Ser Arg 
210 215 220 



55 Ser Leu val Gin Tyr Asp Lys. pro Tyr Asn Pro Gly Tyr Gin val Ala 
225 230 235 240 

Tyr Gly lie Leu Ala Glu val Glu Glu His Pro Phe Asp val Asn Lys 
60 245 250 255 



Met val Phe Met. Asp Trp Arg Asp ser His Leu Lys Asn Asn Thr Asp 
260 . 265 270 

Leu Lys Glu Arg Asn Ser Arg lie Pro Thr Phe Leu Tyr Ala Met Pro 
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275 280 285 ' 

phe ser Ser Asn Arg lie Phe Leu Glu Glu Thr ser Leu val Ala Arg 
5 290 295 300 



10 



15 



30 



35 



50 



55 



65 



pro Gly Leu Arg He Asp Asp He Gin Glu Arg Met val Ala Arg Leu 
305 310 315 320 

Asn His Leu Gly lie Lys Val Lys ser lie Glu Glu Asp Glu His Cys 
325 330 335 

Leu lie Pro Met Gly Gly Pro Leu pro val Leu pro Gin Arg val Val 
340 345 350 



20 Gly He Gly Gly Thr Ala Gly Met val His Pro ser Thr Gly Tyr Met 
355 360 365 

val Ala Arg Thr Leu Ala Ala Ala Pro val val Ala Asn Ala il£ lie 
25 370 375 380 



Gin Tyr Leu Gly ser Glu Arg Ser His ser Gly Asn Glu. Leu Ser Thr 
,385 390 395 400 

Ala Val Trp Lys Asp Leu Trp Pro lie Glu Arg Arg Arg Gin Arg Glu 
405 410 . 415 

Phe Phe cys Phe Gly Met Asp He Leu Leu Lys Leu Asp Leu Pro Ala 
420 425 430 



i 

40 Thr Arg Arg Phe Phe Asp Ala Phe phe Asp Leu Glu Pro Arg Tyr Trp 
435 440 445 

His Gly Phe Leu Ser ser Arg Leu Phe Leu Pro Glu Leu lie val Phe 
45 450 455 460 



Gly Leu Ser Leu Phe ser His Ala ser Asn Thr ser Arg Phe Glu lie 
465 ' 470 475 480 

Met Thr Lys Gly Thr val Pro Leu val Asn Met lie Asn Asn Leu Leu 
485 490 495 

i. 

Gin Asp Lys Glu 
500 
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<211> 22 
<212> DNA 
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<213> kQnstliche Sequenz 
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10 



1S 



20 



25 



30 



35 



40 



<220> 

<221> Primer 
<222> CD.. (22) 
<223> 148-Start 

<400> 9 „ v 22 

atgatccagt tagaacaacc ac ' 

<210> 10 
<211> "24 
<212> DMA 

<213> kUnstliche sequenz 

i 

. <220> 

<22i> primer 
<222> CD..C24) 
<223> 148T-End ' 

<400> 10 24 
ctatretgct ttgtaaattt ctgg 




<210> 11 

<211> 26 

45 <212> DNA 

<213> 'kflnstHche sequenz 

1 

50 

<220> . 

<221> primer 
55 <222> CD-.C26) 
<223> 38-Start 



60 

<40Q> 11 . 

atgaattttt gtgataaacc agtxag 



26 



65 <210> 12 



nn r\A no CAVM Mi" 
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<211* . 23 
<212> DNA 
5 <213> kOnstliche sequenz 



•10 



<220> 



«:223> primer 
<222> CD • • C23) 
'16 . <223> 38-End 



<400> 12 

20 acgaattggt tactgaattg ttg 



23 





^atl im na m .03 
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AbbBdung 1 

GAAGATACTGTTTGGGGGCTGGT^^^ 
TAfiTTrGGCTTTTTTACTAGCTATTAATTATGCCAAA 

CATGGGTCAGTTTATCGTAAAAAT^QCAAA 

TATTTTCTGGTATCTCC^ 
. TMCTATCCTAmAATrTAGCWA^ 

. TATmGGAGTATTCCTCPAATmMGTTCCATTCAA ccaTTGCaGCCAAACA A- 



10 



16 




CAACAATTCAGTAACCAATTCSTAA 



20 Nukte«l<te«l»« ORF148(759l,|: '' „^„.. 4 acAAMOTGACTCOAGTACTOASMGTA 
25 TATTTCCCCAAAACAGOAAGAH^^^ 




30 



CAAGCTCAATAGATCCGGATT^^ 
TATMCTTTGCTAMTACATACT^^^ 

GAACGMTAGGGGGTTAT^O^^Tm:^ ^cc^GAACATGACGAA- 
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